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Resumen general

A nivel mundial es conocido que la mastitis bovina es la enfermedad infecciosa méas costosa y
comun en los hatos bovinos. Esta enfermedad es prevalente también en San Pedro de los
Milagros, municipio ubicado en el Norte de Antioquia, que produce el 22.7% de la leche del
departamento. Su sistema productivo esta basado en lecheria de tropico alto, pastoreo intensivo
con pasto kikuyo y suplementacion mediante concentrado comercial. El ordefio se realiza en
potrero o sala, mediante maquina o de forma manual. EIl nicleo racial es Holstein, Jersey, y
cruces de estas, entre otras. Los resultados de estudios efectuados en el municipio de San Pedro
de los Milagros podrian, eventualmente, ser extrapolados a otros municipios del pais cuyo
sistema y técnicas de produccion sean similares. Los cuatro primeros objetivos de este trabajo se
desarrollan en el Capitulo 2. EI primer objetivo fue, determinar la prevalencia de Streptococcus
agalactiae y Staphylococcus aureus en tanques de leche de hatos del Municipio de San Pedro de
los Milagros. Tres muestras de leche de tanque se tomaron en 148 hatos de San Pedro de los
Milagros durante diciembre de 2016 y octubre de 2017. Las muestras se tomaron de forma
aséptica, se transportaron en refrigeracion y se cultivaron en el laboratorio diagnostico de la
Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad de Antioquia. Se encontré una prevalencia
aparente para S. agalactiae de 8% (12/148) y para S. aureus de 23% (34/148). Para el segundo
objetivo, identificar las practicas de manejo relacionadas con el ordefio de los hatos del
Municipio, y el tercero, establecer la asociacion de las practicas de manejo con la prevalencia de
Streptococcus agalactiae y Staphylococcus aureus en hatos lecheros del Municipio de San Pedro
de los Milagros, se realizd una encuesta en la primera visita a los 148 hatos indagando sobre

caracteristicas de hato y préacticas de manejo del ordefio. Se encontr6é que el 60% (89/180) de los



hatos tienen menos de 30 vacas en ordefio. EI 52% (77/148) de los hatos cuenta con un
ordefiador. En el 50% (74/148) el propietario del hato es el ordefiador. El principal nucleo racial
de los hatos encuestados fue Holstein 81.8% (81/148). El ordefio en potrero es realizado en
86.5% (128/148) de los hatos. El 45.3% (67/148) de los hatos ordefia en potrero de forma
mecénica y el 12.8% (19/148) en forma manual. En cuanto a précticas durante el ordefio se
encontrd que 90.5% (134/148) de las personas se lavan las manos antes del ordefio, y 65.5%
(97/148) de las personas se desinfectaban las manos antes del ordefio, usando productos clorados
38.5% (57/148) y yodados 27% (40/148). Pocas personas realizaban lavado de manos entre
vacas durante el ordefio 27.7% (41/148) y 57.4% personas (85/148) usaban guantes desechables.
En el manejo durante el ordefio en 82.43% (122/148) de los hatos se realizaba lavado de la ubre
y de estos, 10.14% (15/148) la secaban. De esta manera en 63.5% (94/148) de los hatos lavaban
los pezones y 54% (80/148) los secaban. El despunte era realizado por la mayoria de los hatos,
98.7%, (146/148), al igual que el presellado 87.8% (130/148). En 94.6% (122/148) de los hatos
se realizaba mantenimiento al equipo de ordefio principalmente cada seis meses en 61.3% de los
hatos (76/148). No hubo cambio de ordefiador en el Gltimo mes en 79.7% (118/148) de los
hatos. En el modelo de regresion logistica final se encontré asociacion estadistica entre hatos
con mas de 60 vacas en ordefio y positividad a S. aureus. Para hatos positivos a S. agalactiae se
encontrd asociacion estadisticamente significativa en hatos sin ordefio manual en potrero con la
presencia de esta bacteria en tanque. Para el cuarto objetivo, determinar el Recuento de Células
Somaticas (RCS) y las Unidades Formadoras de Colonia (UFC) en tanques de leche de hatos del
Municipio de San Pedro Milagros, se tomd una muestra de leche de forma aséptica de cada

tangque durante la primera visita. Las 148 muestras se procesaron en la Unidad de Diagndstico de



la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad de Antioquia en el equipo Fossomatic® y
Bactoscan® para el anélisis de RCS y UFC, respectivamente. En RCS se tuvo en cuenta un valor
< 300.000 cel/ml como resultado negativo a mastitis contagiosa y > 300.000 cel/ml como
resultado positivo. Para el RCS se obtuvo una media aritmética de 301.600 cél/ml (1C 270.300 —
332.800) y una media geométrica de 255.643 cél/ml (IC 232.7779 - 280.7558) en los 148 hatos.
En cuanto al valor positivo y negativo, el 59.5% (88/148) de los hatos tenian un valor de RCS en
tanque < 300.000 cel/ml y 60 (40.5%) > a 300.000 cél/ml. En cuanto a UFC se obtuvo una media
geométrica de 18.100 cel/ml (1C 95% 14.133- 23.180 cel/ml) y una media aritmética de 110.939

cel/mil (1C 95% 47.893 - 173.985 (cel/ml)).

El quinto objetivo se desarrolla en el Capitulo 3, Identificar factores de virulencia de
Staphylococcus aureus aislados de tanques de leche de hatos del Municipio. A las cepas de S.
aureus se realizo extraccion de ADN mediante Kit comercial InnuPrep bacteria®. Se efectuo
PCR convencional para identificar los genes 23s rARN, nuc, Spa, Clfa, hla, hlb, IcaA e IcaD. De
las 34 cepas identificadas mediante cultivo microbiolégico, 30 fueron confirmadas por la
amplificacion de los genes 23sr RNA y nuc. La frecuencia de amplificacion fue, hla 86,7%
(26/30), hlb 86,7% (26/30), IcaA 93,3% (28/30), IcaD 96,7% (29/30), cIfA 96,7% (29/30) y Spa
100% (30/30). Se identificaron nueve spa tipos (I, 3% (1/30); 1, 33% (10/30); 111, 20%(6/30);
IV, 6.6% (2/30); V, 3% (1/30); VI, 10% (3/30); VII, 3% (1/30); V111, 16.7% (5/30); IX, 3% (1/30
cepas)).

Este estudio identifico que S. aureus y S. agalactiae, principales patdgenos de mastitis

contagiosa, estan presentes en algunos hatos del municipio, a pesar de que los hatos evaluados en



su mayoria instauran practicas adecuadas durante el ordefio. Sin embargo, evaluar caracteristicas
de produccion propias de la regién como lo son ordefio manual y mecénico en potrero, permitié
identificar factores de riesgo como ordefio en potrero para la transmision de S. agalactiae y hatos
con mas de 60 vacas en ordefio como factor de riesgo para la transmision de S. aureus.
Adicionalmente este trabajo aporta datos de vigilancia epidemioldgica en caracteristicas
moleculares de S. aureus, ya que, se identificaron nueve spa tipos, evidenciando una alta

variabilidad genética entre cepas del Municipio.
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Introduccion general

La mastitis bovina es la enfermedad infecciosa mas comun y costosa en los hatos lecheros a nivel
mundial (Andrews et al., 2004; Keefe, 2012; National Mastitis Council (NMC), 1999). En
Estados Unidos se estim6 que en promedio un caso clinico de mastitis tiene un valor de 444
dolares, de los cuales los costos directos suman 128 dblares que incluyen, diagnostico,
medicamentos usados, leche de descarte, servicio veterinario, trabajo y pérdidas por muertes. Los
costos indirectos por cada caso de mastitis clinica incluyen pérdidas de produccion de leche a
futuro, sacrificios prematuros, pérdidas por reemplazos y peérdidas reproductivas futuras (Rollin,
Dhuyvetter, & Overton, 2015). En Colombia, en un estudio realizado por Rodriguez (2006), en
la sabana de Bogot4, reportd una disminucion en la produccion diaria de leche de hasta 2.4 litros
por cuarto positivo con tres cruces en el CMT vy pérdidas de hasta cinco litros por vaca afectada
debido a mastitis originada principalmente por Streptococcus agalactiae (S. agalactiae) y
Staphylococcus aureus (S. aureus). Ademas de los costos, la mastitis bovina también tiene un
impacto negativo sobre el bienestar animal, debido al dafio ocasionado en la glandula mamaria
en infecciones clinicas o subclinicas como son dolor, pérdida de la funcion, fiebre (en algunos
casos), dafio en el tejido glandular, estrés por la manipulacion, entre otros. Asi mismo, es
importante destacar el detrimento ocasionado a la calidad de la leche debido al aumento en el
Recuento de Células Somaticas (RCS) (Greg Keefe, 2012) y el impacto potencial en la salud
publica por presencia de bacterias como Streptococcus agalactiae y Staphylococcus aureus en la

leche cruda que va dirigida al consumo humano.

S. agalactiae y S. aureus son los principales patégenos de tipo contagioso en la mastitis bovina

(Greg Keefe, 2012). La principal fuente de propagacion de S. aureus y S. agalactiae de vacas
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infectadas a sanas se da mediante fomites, durante el proceso de ordefio o preparacion de la ubre,
por el equipo de ordefio y las manos del ordefiador (Andrews et al., 2004; Zadoks et al., 2011).
La bacteria se establece en la superficie y canal del pezdn hasta penetrar a la glandula mamaria

(Andrews et al., 2004).

Usualmente la infeccion por S. aureus en el animal es cronica y en esos casos la bacteria esta en
células epiteliales, neutréfilos y macréfagos (Sandholm et al., 1995). S. aureus produce varios
factores de virulencia que pueden contribuir en diferentes formas a su patogenicidad (Sutra &
Poutrel, 1994). La proteina de union a fibrindgeno o factor clumping, codificado por los genes
Clfa y CIfb, son proteinas de membrana receptoras de fibrindgeno que contribuyen a la
formacidn del trombo, este mecanismo es importante para permitir la adhesion y permanencia de
la bacteria al érgano blanco (Akineden et al., 2001; Hassan et al., 2002; Yadav et al., 2015). La
alfa y beta toxina, codificadas por los genes Hla y HIlb, respectivamente, son proteinas de unién a
membrana de las células blanco. La alfa toxina actta principalmente sobre eritrocitos y la toxina
beta sobre neutréfilos y linfocitos T proliferativos. La unién a la membrana de la célula blanco,
genera lisis, permitiendo evadir la inmunidad celular y aprovechar los nutrientes intracelulares

(Camussone & Calvinho, 2013).

La proteina A, codificada por el gen Spa, es una proteina de superficie que se une a la
Inmunoglobulina G del huésped, evitando la opsonizacion y la fagocitosis (Frenay et al., 1996).
La region X de la proteina A, presenta un nimero variable de repeticiones y la dltima regién es

la que permite la variabilidad entre cepas, debido a que es altamente polimérfica y a que las
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secuencias difieren entre ellas (Frenay et al.,, 1996). La diferenciacion de clones se ha
identificado mediante la evaluacion de la mutacion de la region X, estas cepas diferenciadas han

sido llamadas spa-tipos (Frenay et al., 1996)

El S. aureus es dificil de tratar y una vez establecida en el tejido mamario el tratamiento puede
ser ineficaz. La escasa respuesta al tratamiento se puede explicar por las siguientes razones: i)
Enzimas y exotoxinas producidas por S. aureus injurian las células glandulares, cuyo resultado
es la formacion de una capsula gruesa de tejido fibroso, lo cual evita que el antibiotico alcance la
bacteria (Blowey & Edmondson, 2010; Morin, 2009), ii) algunas cepas de S. aureus pueden vivir
dentro de células tales como macrofagos, células epiteliales y polimorfonucleares, por lo cual
muchos antibidticos solo pueden circular en el liquido que rodea las células y no pueden penetrar
en las células mismas (Blowey & Edmondson, 2010), iii), pueden persistir en un estado de
inhibicion o cese de su multiplicacion en el cual no son eliminadas por los antibioticos, aungque
tienen la capacidad de activarse en una etapa posterior, iv) la mayoria de los S. aureus que
causan infeccion intramamaria (IIM) producen la enzima [-lactamasa que les confieren
resistencia a antibioticos B-lactdmicos y se ha teorizado que el extenso uso de este tipo de
antibioticos inducen la produccion de formas L de S. aureus (sin pared) por lo que muchos

antibioticos no los pueden eliminar (Blowey & Edmondson, 2010; Smith, 2009).

Es asi como S. aureus es una bacteria dificil de eliminar del hato, de facil propagacion entre
animales susceptibles y con alto impacto sobre la calidad de leche y el bienestar animal. S.
agalactiae, a diferencia de S. aureus es una bacteria susceptible al tratamiento antibiotico, lo cual

indica que se puede eliminar mediante la terapia de secado al final de la lactancia. Sin embargo,
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es necesario instaurar programas de identificacion, control y prevencion en hatos para reducir la

incidencia de ambos patégenos en los animales.

En Colombia se han realizado varios estudios para determinar la frecuencia y prevalencia de S.
aureus y S. agalactiae a nivel de animal en algunas zonas lecheras (Calderén et al., 2012;
Calderén & Rodriguez, 2008; Keefe et al., 2011; Ramirez et al., 2014). En el altiplano
cundiboyacense (n= 11.416 cuartos) (Calder6n et al., 2008) y en sistemas doble proposito de
Cordoba (n= 4260 cuartos) (Calderdn et al., 2012) se evaluaron cuartos positivos a CMT en los
cuales se encontré una prevalencia para S. aureus de 29.9% y 87.56% Yy para S. agalactiae de
6.84% y 2.1%, respectivamente. En el Altiplano Norte de Antioquia dos estudios evaluaron
muestras de cuartos con RCS mayor a 200.000 cel/mL (n= 877 vacas) (Ramirez et al., 2011), (n=
17.622 vacas) (Ramirez et al., 2014) en los cuales se encontrd una frecuencia para S. agalactiae
de 34% y 34.4%, y para S. aureus de 5% Yy 8%, respectivamente. A nivel de tanque se han
realizado pocos estudios de prevalencia de patdgenos en el pais. Uno de ellos corresponde a un
estudio no probabilistico efectuado en nueve municipios de Colombia (n= 484 tanques de leche)
en el cual se encontré una prevalencia para S. agalactiae de 42% (Keefe et al., 2011). Ningun

estudio realizado hasta el momento ha evaluado otros pat6genos en tanque de leche.

Se ha definido que la presencia de S. aureus y S. agalactiae en el tanque depende de su
prevalencia al interior del rebafio (Greg Keefe, 2012). La infeccién clinica o subclinica tiene
como consecuencia un aumento en el RCS en la leche, es asi como valores por encima de

200.000 células/ml en leche de tanque es un indicador de mastitis contagiosa en el hato
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(Andrews et al.,, 2004). Por ende, la evaluacion rutinaria del RCS permite identificar la
prevalencia e incidencia de la enfermedad en el hato (Ruegg & Erskine, 2015). El cultivo
microbioldgico es la prueba de oro para el diagndstico etiolégico de la mastitis bovina (National
Mastitis Council (NMC), 1999; Taponen et al., 2009). De esta manera, el aislamiento se puede
realizar a partir de muestras de leche individuales o por rebafio (tanque de leche) (Ruegg &
Erskine, 2015). Por lo tanto, la evaluacion rutinaria de RCS en tanque permitira identificar brotes
de casos de mastitis contagiosa en el rebafio y de esta manera se podran tomar medidas de
control, principalmente para la identificacion de los animales afectados y de prevencion para los

animales susceptibles.

Para complementar algunas investigaciones, se han usado pruebas moleculares como meétodo
diagnostico en la identificacion de patdgenos por los cuales los métodos bioquimicos son
inexactos (Ruegg & Erskine, 2015; Zadoks & Watts, 2009). De esta manera la Prueba de
Reaccion en Cadena de Polimerasa (PCR) o PCR en tiempo real (rt-PCR) han permitido
identificar la presencia de bacterias no viables en las muestras de leche a partir de ADN
bacteriano (Taponen et al., 2009), ademas que permiten evaluar la diferenciacion de cepas entre
hatos mediante la identificacién de factores de virulencia con potencial patégeno presente en
cepas locales. Hasta el momento, en el pais no se han realizado estudios para evaluar factores de
virulencia presentes en el ADN de S. aureus aislados de mastitis bovina.

En cuanto a factores de riesgo en el pais a nivel de hato para la presentacion de mastitis clinica y
subclinica, se han efectuado estudios no probabilisticos que identificaron potencialmente, las

siguientes condiciones: raza Holstein, alta paridad, ordefio manual, ausencia de lavado de manos
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antes del ordefio e incrementados meses en lactancia (Ramirez et al., 2014). Ademas, se encontro
que alta paridad, incrementados meses en lactancia y ordefio manual son factores de riesgo a

nivel de animal para la presentacion de S. aureus (Ramirez et al., 2014).

Lo anterior indica que la mastitis de tipo contagiosa ocasionada por S. aureus y S. agalactiae esta
presente en las zonas lecheras de importancia econémica en el pais. Es de resaltar que S. aureus
es una bacteria con alto potencial patogénico debido a su posibilidad de expresar factores de
virulencia que le permite adherirse y evadir la barrera celular y humoral en el animal, para
establecerse en el tejido de forma crénica lo que la hace de dificil eliminacion. Por lo tanto, es
necesario indagar acerca de los factores de riesgo especificos para las condiciones del pais y de
esta manera identificar puntos de intervencion especificos para las condiciones de produccion en

Colombia.

Se detecto un vacio en el conocimiento debido a los pocos estudios realizados a nivel de tanque
en el pais para identificar la prevalencia de patdgenos de tipo contagioso, como S. agalactiae, y
por la ausencia de estudios enfocados a S. aureus, y en vista de los pocos estudios de tipo
probabilistico y con disefio adecuado para el estudio de los factores de riesgo asociados a la
presencia de bacterias contagiosas S. aureus y S. agalactiae, lo que motivo la ejecucion del

presente trabajo de investigacion.
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Objetivo general
Determinar la prevalencia de S. agalactiae y S. aureus en tanques de leche y asociar las précticas

de manejo del ordefio con esa prevalencia en hatos del Municipio de San Pedro de los Milagros,

Antioquia, Colombia.

Objetivos especificos
Determinar la prevalencia de Streptococcus agalactiae y Staphylococcus aureus en tanques de
leche de hatos del Municipio de San Pedro de los Milagros Antioquia, Colombia.
Determinar el Recuento de Células Somaticas (RCS) y las Unidades Formadoras de Colonia
(UFC) en tanques de leche de hatos del Municipio de San Pedro de los Milagros Antioquia,
Colombia.
Identificar las practicas de manejo relacionadas con el ordefio y el almacenamiento de la leche,
de los hatos del Municipio de San Pedro de los Milagros Antioquia, Colombia.
Establecer la asociacion de las practicas de manejo con la prevalencia de Streptococcus
agalactiae y Staphylococcus aureus en hatos lecheros del Municipio de San Pedro de los
Milagros Antioquia, Colombia.
Identificar factores de virulencia de Staphylococcus aureus aislados de tanques de leche de hatos

del Municipio de San Pedro de los Milagros Antioquia, Colombia.
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Capitulo 1. Revision de literatura.
Mastitis bovina
Definicion
La mastitis bovina se ha definido como la inflamacion de la glandula mamaria y cambios en la
apariencia de la leche (Blowey & Edmondson, 2010; Divers & Peek, 2008; Ruegg & Erskine,
2015; Smith, 2009). Los cambios fisicos y quimicos en la ubre y la leche se deben a la respuesta
inflamatoria, que evoca mecanismos quimicos, fisicos, celulares y humorales que protegen la

glandula de la invasion bacteriana, neutraliza toxinas y resiste a la injuria fisica (Smith, 2009).

Cuando la infeccion esta presente en la glandula pero no hay evidencia observable en el animal,
en la ubre o en la leche, se conoce como mastitis subclinica (Blowey & Edmondson, 2010;
Smith, 2009). La leche obtenida de cuartos mamarios afectados por mastitis subclinica tiene
apariencia normal pero contiene un anormal ndmero de células somaticas, por lo cual la
evaluacion se realiza mediante el Recuento de Células Somaticas (RCS) (Ruegg & Erskine,

2015).

Mastitis clinica se define cuando el cuarto se observa afectado con los signos cardinales de

inflamacion con signos sistémicos o0 no y/o la leche evidencia cambios en apariencia (Blowey &

Edmondson, 2010; Smith, 2009).
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Etiologia de la mastitis bovina
La mastitis bovina es una enfermedad esencialmente bacteriana, ocasionalmente puede ser de
origen fungico (Ruegg & Erskine, 2015). Los patdogenos de la mastitis se han clasificado de
acuerdo a la forma de transmision y hébitat del agente (Smith, 2009). De esta manera la
enfermedad se ha clasificado como mastitis contagiosa y ambiental (Divers & Peek, 2008;

Smith, 2009).

Mastitis contagiosa

El principal reservorio de los patdégenos de la mastitis contagiosa es la glandula mamaria. La
transmision se efecta de un animal infectado a un animal sano, principalmente durante el
proceso de ordefio mediante la pezonera, las manos del operario, las toallas usadas para el secado
y lavado de pezones (Blowey & Edmondson, 2010; Divers & Peek, 2008; NMC, 1999; Smith,

2009; Zadoks et al., 2011).

Después de ingresar al canal del pezon, los organismos contagiosos tienen factores que les
permiten adherirse y establecer una colonia, para luego ascender hasta alcanzar el tejido
mamario. Una vez alli, proliferan, desencadenando en infecciones persistentes y cronicas
(Andrews et al., 2004; Blowey & Edmondson, 2010). De esta manera, se obtiene una infeccion
clinica o subclinica, aumentando el RCS en la leche y disminuyendo la produccion de leche por
cuarto. Un RCS por encima de 200.000 células /ml es un indicador de mastitis contagiosa en el
rebano (Andrews et al., 2004; Blowey & Edmondson, 2010; Keefe, 2012; Smith, 2009), siendo

Staphylococcus aureus y Streptococcus agalactiae los principales patdgenos de tipo contagioso
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en la mastitis bovina (Blowey & Edmondson, 2010; Greg Keefe, 2012; National Mastitis

Council (NMC), 1999; Smith, 2009).

Staphylococcus aureus

Es una bacteria Gram-positiva, catalasa positiva, con forma de pequefias esferas y crecimiento en
grupos, de ahi su nombre Staphylo (grupos) y coccus (esferas) (Philpot & Nickerson, 1991). En
agar sangre se observa hemdlisis y sus colonias son amarillas cremosas, grisaceas o amarillas oro

(Blowey & Edmondson, 2010; National Mastitis Council 1999).

S. aureus se transmite de animales infectados a sanos, principalmente durante el ordefio.
Inicialmente se adhiere a la piel del pezdn, luego al orificio y canal del mismo. Esta bacteria
coloniza las heridas y lesiones en estos lugares anatdmicos y logra ascender hasta la glandula, es
importante resaltar que esta bacteria no coloniza facilmente la piel sana (National Mastitis
Council (NMC), 1999). Ya en el tejido invade las celulas epiteliales y tejido intersticial,

resistiendo a la fagocitosis debido a los factores de virulencia que posee (Smith, 2009).

S. aureus es dificil de eliminar ya que una vez establecido en el tejido mamario el tratamiento
puede ser ineficaz. Se ha estimado un 25% de tasa de cura en casos de mastitis clinica y 40% en
subclinica, ambos tratados con cloxacilina (Blowey & Edmondson, 2010). La escasa respuesta al
tratamiento se puede explicar por las siguientes razones: i) Enzimas y exotoxinas producidas por
S. aureus injurian las células glandulares, cuyo resultado es la formacién de una capsula gruesa
de tejido fibroso, lo cual evita que el antibidtico alcance la bacteria (Blowey & Edmondson,

2010; Morin, 2009), ii) algunas cepas de S. aureus pueden vivir dentro de células tales como
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macrofagos, células epiteliales y polimorfonucleares, por lo cual muchos antibiéticos circulan en
el liquido que rodea las células y no alcanzan a penetrar en las células mismas (Blowey &
Edmondson, 2010), iii) pueden persistir en un estado de inhibicién o cese de su multiplicacion y
no son eliminadas por los antibidticos, aunque pueden activarse en una etapa posterior. iv)
Algunos de los S. aureus que causan infeccion intramamaria (IIM) producen la enzima [-
lactamasa que les confieren resistencia a antibioticos B-lactamicos y se ha teorizado que el
extenso uso de este tipo de antibidticos induce la produccion de formas L de S. aureus (sin
pared) por lo que muchos antibidticos no los pueden eliminar (Blowey & Edmondson, 2010;
Smith, 2009). Esta respuesta hace que la bacteria sea de dificil reconocimiento y por ende
eliminacion humoral y celular. Adicionalmente, los antibioticos no logran la supresion bacteriana
completa en el tejido mamario afectado, principalmente cuando existe formacion de abscesos los
cuales impiden al antibidtico su llegada al lugar de infeccion, disminuyendo la tasa de cura en

animales positivos y propiciando la resistencia bacteriana a antibioticos (Morin, 2009).

Los animales positivos y con resultados negativos al tratamiento se convierten en animales
diseminadores de la bacteria en el hato. Estos individuos deben segregarse de los sanos para
evitar infectar vacas sanas. Ademas del gran riesgo de transmision que representan estos
animales, se suman los costos por tratamientos inefectivos, descarte de leche y el aumento de
RCS en tanque. Lo anterior evidencia la importancia de descartar un animal infectado como

medida preventiva y de control de S. aureus en el rebafio (Morin, 2009).

Las cepas de S. aureus causantes de mastitis bovina no se hallan frecuentemente en la piel sana

(Philpot & Nickerson, 1991) y segun Zadoks et al. (2002), las cepas de S. aureus causantes de
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mastitis bovina son diferentes de las que se encuentran en la piel. En un estudio se aislaron cepas
de S. aureus de la piel de hembras bovinas y se analizaron mediante electroforesis en gel de
campo pulsado (PFGE), evidenciando los mismos tipos de cepas aisladas de la piel de las manos
del ordefiador (Zadoks et al., 2002). De esta manera, el equipo de ordefio y las manos de las
personas que manipulan los animales son un foco de transmision de las cepas asociadas a
mastitis (Morin, 2009), es asi como se ha comprobado que S. aureus en leche puede contaminar
las siguientes ocho vacas ordefiadas (Blowey & Edmondson, 2010). Por otro lado, las abrasiones
de la piel incrementan el riesgo de colonizacion del pezdn por S. aureus y el paso subsecuente al

tejido glandular mamario (Sandholm et al., 1995).

El sellado es una de las medidas preventivas instauradas a nivel mundial para el S. aureus, ya
que puede destruir la contaminacion bacteriana adquirida por la maquina de ordefio y las manos
del ordefiador en la piel del pezdn y con esto evitar el ingreso al canal del pezon (Blowey &

Edmondson, 2010).

Usualmente la infeccidn por S. aureus en el animal es cronica y en esos casos la bacteria esta en
células epiteliales, neutrofilos y macrofagos (Sandholm et al., 1995). S. aureus produce varios
factores de virulencia que pueden contribuir en diferentes formas a su patogenicidad (Sutra &
Poutrel, 1994), se incluyen acd hemolisinas, polisacaridos capsulares, proteina de union a
fibronectina, proteina de union a fibrindgeno, leucocidinas, toxinas exfoliativas, enterotoxinas,

coagulasa, biopeliculas, entre otros (Camussone & Calvinho, 2013; Zecconi et al., 20006).
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Factores de virulencia de S. aureus

La patogenicidad de las cepas de S. aureus se relaciona con los diferentes factores de virulencia
que puede expresar y se han considerado primarios para el desarrollo de la infeccién de la

glandula mamaria (Camussone & Calvinho, 2013).

La nucleasa termoestable extracelular, es una proteina codificada por el gen nuc (Brakstad et al.,
1992). Es una endonucleasa que degrada ADN y ARN y su actividad enzimatica resiste 100°C
por al menos una hora (Brakstad et al., 1992). Se comprobd que el gen nuc es altamente
conservado y ademas es especie- especifico para S. aureus, por lo cual sirve para la confirmacion
molecular de cepas de esta bacteria (Brakstad et al., 1992). La sensibilidad de la PCR para el gen

nuc fue de 1 a 20 UFC o entre 1 a 100 pg de ADN (Brakstad et al., 1992).

Los factores de virulencia del S. aureus son los principales responsables de los dafios celulares
ocasionados en la glandula mamaria. La expresion fenotipica depende de la presion ejercida por
el medio siendo las adhesinas de superficie las primeras en interactuar con el huésped las cuales
reconocen el sitio para facilitar la colonizacion, multiplicacion y liberacion de toxinas (Projan &
Novick, 1997).

La proteina A, codificada por el gen Spa, es una proteina de superficie que se une a la
Inmunoglobulina G del huésped, evitando la opsonizacién y la fagocitosis. Este gen tiene un
tamafo aproximado de 2150 pb y presenta varias regiones funcionales, entre las mas importantes
estd la region de union a la Fe, llamada proteina A (Frenay et al., 1996). La region X presenta un

namero variable de repeticiones de 24 pb, la tltima region es la que permite la variabilidad entre

26



cepas, ya que es altamente polimérfica debido a que el nimero y secuencias individuales difieren
entre ellas (Frenay et al., 1996). En un estudio realizado por Frenay, et al, (1996) en cepas de S.
aureus MRSA aisladas de humanos con fibrosis quistica con infeccion persistente durante cinco
afos, no evidenciaron cambios en la secuencia del ADN de la region X de la proteina A, lo cual
demostré que este gen es estable y permite discriminar diferencia entre clones (Frenay et al.,
1996). La identificacion de esta region se ha usado en brotes de S. aureus de hospitales, con el
fin de diferenciar clones y mutaciones entre cepas de los brotes diferenciados por la mutacién de

la region X (Frenay et al., 1996)

La proteina de union a fibrindgeno o clumping factor, codificado por los genes Clfa y Clfb, son
proteinas de membrana receptora de fibrindgeno, que contribuye a la formacién del trombo, este
mecanismo es importante para permitir la adhesién y permanencia de la bacteria al 6rgano

blanco (Akineden et al., 2001; Hassan et al., 2002; Yadav et al., 2015).

La alfa y beta toxina, codificadas por los genes hla y hilb, respectivamente, son proteinas de
union a membrana de las celulas blanco. La alfa toxina acta principalmente sobre eritrocitos y
la toxina beta sobre neutrdfilos y linfocitos T proliferativos. La unién a la membrana de la célula
blanco, genera lisis, permitiendo evadir la inmunidad celular y aprovechar los nutrientes
intracelulares (Camussone & Calvinho, 2013).

Entre los factores de virulencia de mayor relevancia para la salud puablica estan, toxina
exfoliativa A (TEA) relacionada con el sindrome de la piel escaldada, la toxina del Sindrome del

Shock Séptico 1 (TSSS-1) y Enterotoxinas estafilococicas (ES) (Bailey, 2004; Hassan et al.,
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2002; Ministerio de salud y proteccion social, Unidad de Evaluacion de Riesgos para la

Inocuidad de los Alimentos (UERIA), & Instituto Nacional de Salud (INS), 2011).

Streptococcus agalactiae

Son bacterias Gram positivas y catalasa negativa que forman cadenas de esferas de ahi su
nombre strepto (cadenas) y agalactiae (falta de leche o sin leche) (Philpot & Nickerson, 1991).
En el agar sangre se observan colonias pequefias de aproximadamente 1 a 2 mm, son convexas y
traslicidas. Las pruebas de identificacion son caracteristicas CAMP positivo y esculina negativa

(National Mastitis Council (NMC), 1999).

Es un patogeno obligado de la glandula mamaria bovina que causa principalmente mastitis
subclinica (Blowey & Edmondson, 2010; G Keefe, 1997; National Mastitis Council (NMC),
1999). Tiene la habilidad de adherirse al tejido mamario de las vacas y el microambiente
especifico de la ubre bovina es necesario para el crecimiento de la bacteria. Se localiza
principalmente en los ductos y células epiteliales de la glandula mamaria. El tratamiento a
tiempo disminuye el dafio en el tejido glandular evitando fibrosis por mastitis cronica. La
infeccidn por esta bacteria disminuye la produccién por cuarto y eleva sustancialmente el RCS

(Smith, 2009).

La patogenicidad de la bacteria depende de la expresién fenotipica de factores de virulencia.

Algunos de ellos como la capsula, proteina de unién a laminina, la proteina de superficie Rib y la

enzima ScpB, permiten a la bacteria evadir a los neutréfilos y asi lograr la invasion en las células
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epiteliales (Beckmann et al., 2002). La proteina de superficie alfa C y la beta hemolisina son
factores de virulencia que generan injuria en el tejido, permitiendo su permanencia en el sitio

blanco (Beenu et al., 2012).

La respuesta de las infecciones por S. agalactiae a los antibiéticos es buena, por lo cual en varios
paises se ha logrado erradicarla de los hatos (Blowey & Edmondson, 2010; National Mastitis
Council (NMC), 1999; Ruegg, 2017; Smith, 2009). La transmision del patogeno en el hato puede
ocurrir durante el ordefio a través del uso de fomites para el aseo de la ubre contaminados con
leche de vacas infectadas (Blowey & Edmondson, 2010; Dargent-Molina et al., 1988; National
Mastitis Council (NMC), 1999; Smith, 2009). Se considera que este patdégeno ingresa por el

canal del pezdn por crecimiento lento.

Mastitis ambiental
El principal reservorio de los patdgenos de este tipo de mastitis es el ambiente, de esta manera el
ingreso de las bacterias ambientales se da entre el final del ordefio o durante el mismo (Blowey
& Edmondson, 2010; Divers & Peek, 2008; Smith, 2009). Estos agentes se encuentran en el
lodo, heces, humedad, agua contaminada y suelo, por lo que el flujo inverso de leche por el canal
del pezdn es la principal forma de ingreso durante el ordefio (Blowey & Edmondson, 2010;
Ruegg, 2011). La desinfeccion inadecuada al momento de iniciar el ordefio y la ausencia de
sellado al final del ordefio, son factores que permiten el ingreso de estas bacterias al pezon o

cisterna. El principal punto de control para la mastitis ambiental es reducir la exposicion de los
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pezones a los agentes medioambientales, limpieza de los lugares de cama, aseo durante el ordefio

y el uso de presellado (Ruegg, 2011; Smith, 2009)

Los patdgenos comunes en este tipo de mastitis son bacterias Gram-negativas (Escherichia coli y
Klebsiella spp) y bacterias Gram-positivas (Streptococcus ambientales como Streptococcus
uberis, Streptococcus dysgalactiae) (Ruegg, 2011), ademas otros microorganismos ambientales
pueden causar mastitis (Blowey & Edmondson, 2010). Las bacterias que ocasionan este tipo de
mastitis por lo general no son de presentacion subclinica sino clinica, por lo tanto, las infecciones

no pasan de una lactancia a otra (Blowey & Edmondson, 2010).

La presentacion clinica se debe principalmente a que los microorganismos medioambientales
estdn menos adaptados al habitat de la glandula mamaria por lo que con frecuencia activan una
respuesta inmune aguda cuando ingresan a la ubre. Sin embargo, la respuesta inmune
generalmente elimina estos patdgenos lo que resulta en una cura espontanea (Ruegg, 2011).
Debido a esto la infeccion puede ser relativamente corta y los signos clinicos duran un breve
periodo de tiempo, y en algunos casos pueden convertirse en mastitis de tipo subclinica (Ruegg,

2011).

Escherichia coli y Klebsiella sp

Son bacilos gramnegativos fermentadores de lactosa, pertenecen a la familia Enterobacteriacea.
En el tipo de alojamiento estabulado en puestos individuales libres, se predisponen a mastitis por
estos agentes (Divers & Peek, 2008). Se han asociado brotes mastitis por Klebsiella sp, con el

uso de aserrin himedo para camas de los establos. La cama de paja y los materiales inorganicos
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como la arena y la piedra caliza triturada reducen la exposicion ambiental a estas bacterias

(Divers & Peek, 2008).

Las lesiones en el extremo de los pezones causadas por superficies abrasivas, irritacion de la piel,
excesivo vacio de ordefio, lesiones, infecciones y enfermedades como postraciones por
hipocalcemia predisponen a la colonizacion de la glandula por estas bacterias (Divers & Peek,
2008). Luego de ingresar a la cisterna del pezon, las bacterias se multiplican en 16 horas. Luego
deben superar los mecanismos inmunoldgicos, como la fagocitosis, la cual ejecuta la muerte
intracelular pero luego de la lisis bacteriana y la liberacion de endotoxinas activa la cadena
inflamatoria local y aparecen los signos locales y en casos mas severos los signos sistémicos

(Divers & Peek, 2008).

La cura espontanea es dificil para el animal que ha sido infectado reincidentemente, ya que
algunas vacas mueren debido a la endotoxina y a la infeccion profunda de la glandula. La
bacteriemia asociada a este tipo de mastitis puede estar presente en hasta el 40% de las vacas
gravemente infectadas, lo que a veces causa uveitis, artritis, meningitis o tenosinovitis asociada

con su enfermedad (Divers & Peek, 2008).

Especies de Streptococcus ambientales

Streptococcus uberis y Streptococcus dysgalactiae, son los agentes cominmente aislados de 11M,
sin embargo, Streptococcus parauberis, Streptococcus equinus, Streptococcus saccharolyticus,
Streptococcus salivarius y Streptococcus canis también han sido asociados a casos de mastitis

bovina (Ruegg & Erskine, 2015). Son cocos en cadena, Gram positivos, catalasa negativos,
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anaerobios facultativos, habitualmente inméviles (Quinn et al., 2002). El principal reservorio es
el material de cama y areas de alojamiento bovino (Ruegg & Erskine, 2015), se propagan
principalmente por las heces y son ubicuos en el medio ambiente de la granja (Zadoks et al.,
2005).
Signos clinicos

La mastitis bovina inicia con la invasion de un patégeno, seguido por un breve periodo de
latencia y finalmente desencadena en mastitis clinica, subclinica o resolucion de la infeccion
gracias a la respuesta del sistema inmune (Ruegg & Erskine, 2015). Luego de superar la barrera
fisica en la glandula mamaria, los patdgenos son detectados en primera instancia por el sistema
inmune innato, conformado por los neutréfilos polimorfonucleares, los cuales, mediante un
sistema complejo de mediadores celulares y factores solubles, reconocen y activan la fagocitosis

para eliminar las bacterias presentes (Ruegg & Erskine, 2015).

Entre los factores solubles estan el complemento, lactoferrina y proteinas de la fase aguda. Estos
factores permiten contrarrestar algunos efectos expresados por las bacterias. La lactoferrina es
una glicoproteina de union al hierro producida por células epiteliales y contenidas en el interior
de los granulos de los neutrofilos (Hurley et al., 1993). Gracias a su capacidad de secuestrar el
hierro, la lactoferrina ayuda a controlar la multiplicacion de microorganismos dependientes de
hierro como las bacterias coliformes (Ruegg & Erskine, 2015). Entre las proteinas de fase aguda,
sobresalen la manosa unida a la lectina y la proteina C reactiva, las cuales se unen a patdgenos

con pared celular y activan la cascada de complemento (Ruegg & Erskine, 2015).
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La duracién de la fase subclinica depende de la etiologia, en la mayoria de los rebafios una
mayor proporcion de mastitis subclinica es causada por bacterias Gram-positivas mas que por
Gram-negativas (Ruegg & Erskine, 2015). Entre el 25% al 30% de las vacas experimentan
mastitis subclinica cronica causada por patégenos Gram positivos. Para patdgenos oportunistas
medioambientales la ocurrencia de mastitis clinica varia de acuerdo al tipo de bacteria, es asi
como el 50% de IIM causada por Streptococcus presentan signos clinicos y el 80% de las

infecciones por Coliformes evidencian signos clinicos (Ruegg & Erskine, 2015).

La mastitis clinica se detecta de acuerdo a la severidad de los signos. Los signos clinicos resultan
de la inflamacion de la ubre y pueden incluir apariencia anormal de la leche (presencia de
coagulos o suero), tumefaccion, enrojecimiento, edema, 0 Severos signos sistémicos como
anorexia, fiebre o agalactia. La mayor proporcion de casos clinicos son causados por patdégenos
gramnegativos (Ruegg & Erskine, 2015). La desaparicion de los signos clinicos, indica
disminucion de la inflamacién, pero no siempre coincide con la cura bacterioldgica (Ruegg &
Erskine, 2015). Para facilitar la deteccion y severidad de los casos clinicos existe una escala de
medicion que combina la apariencia de la leche con el desarrollo de los signos clinicos (tabla 1).
En la mastitis por coliformes inicialmente se da una mastitis local y aguda, luego aparecen los
signos sistémicos, acompafados de inapetencia, depresion, fiebre, estasis ruminal, taquicardia,
taquipnea y deshidratacion, en caso severos se observan signos de endotoxemia, recumbencia

inyeccion escleral, miosis, hipopion e hifema (Divers & Peek, 2008).
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Los animales con mastitis subclinica infecciosa disminuyen su produccion de leche
considerablemente, ademas son consideradas como reservorio de infeccién y foco infeccioso

para los animales sanos (Ruegg & Erskine, 2015)

Tabla 1. Escala de severidad de mastitis clinica

Puntaje Nombre Signos clinicos

1 Mastitis leve Leche anormal
Leche anormal y ubre
2 Mastitis moderada
anormal

3 Severa Sintomas sistémicos

(Adaptado (Ruegg & Erskine, 2015))

Diagnostico
La deteccion de mastitis bovina depende de las caracteristicas de los patdgenos, los cambios en
el animal y la magnitud de la inflamacion, ademas de la exactitud de los métodos de diagndstico
usados en la granja (Ruegg & Erskine, 2015). Para la identificacion de agentes etiologicos
causantes de mastitis bovinas se pueden realizar pruebas diagndsticas a partir de muestras de

leche de cuartos de animales afectados o a partir de leche de tanque.

Las muestras pueden ser recolectadas individualmente por cuartos o combinadas
homogéneamente de los cuatro cuartos en una sola muestra (Ruegg & Erskine, 2015). Las
muestras de tanque de leche se realizan para monitorear la salud de la ubre en el hato (B.M.

Jayarao, Pillai, Sawant, Wolfgang, & Hegde, 2004).
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Los procedimientos diagnosticos de infecciones intramamarias (IMM) permiten identificar el
agente etiolégico y de esta manera desarrollar medidas de control respecto a los
microorganismos involucrados, por lo tanto, es importante realizar un diagnostico répido y

confiable para solucionar el problema en las granjas (Hiitio et al., 2016).

Cultivo microbiolégico

El cultivo microbioldgico es la prueba de oro para el diagndéstico etiolégico de la mastitis bovina
(NMC, 1999; Taponen et al., 2009). El estado de infeccion de los cuartos mamarios esta
determinado por el cultivo microbioldgico de muestras de leche obtenidas asépticamente
(National Mastitis Council (NMC), 1999). Debido a que la mastitis bovina de tipo contagiosa es
un problema de hato que se puede caracterizar por el diagnostico a nivel de vaca y de tanque, es
necesario realizarlo a partir de muestreos asépticos de leche. En aquellos casos donde la muestra
no se tome debidamente, pueden presentarse falsos positivos o falsos negativos en el resultado,
evidenciando cultivos sin crecimiento (Taponen et al., 2009), y crecimiento de dos o mas

colonias (contaminacion) (National Mastitis Council (NMC), 1999).

Los falsos positivos ocurren cuando se aisla un patdgeno que en realidad no estaba presente en el
animal, la muestra de leche se puede contaminar al momento de la toma, transporte o
manipulacién en el laboratorio. Con respecto a los falsos negativos se dan en muestras donde el
cultivo no presenta crecimiento, pero el animal estd infectado. Esto se puede deber a varios
factores a saber: i) las unidades formadoras de colonias son menores al limite de deteccién de las

pruebas, ii) la bacteria requiere medios especificos de crecimiento, iii) la muestra no fue
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transportada en condiciones dptimas y las bacterias murieron (National Mastitis Council (NMC),

1999).

El cultivo de leche para la identificacion de agentes causales de mastitis, se realiza a partir de
muestreos asépticos de leche, conservadas en refrigeracion o en congelamiento (National
Mastitis Council (NMC), 1999). El principio general consiste en que se realiza cultivo de leche
en un medio enriquecido en una incubadora con temperatura y atmésfera controlada. Pasadas 24-
48 horas, se observa el crecimiento bacteriano y se realizan pruebas para determinar género,

especie y susceptibilidad antibiotica.

De la muestra obtenida del animal o el tanque de leche se adiciona 10 a 100 pL. de cada muestra
en un plato de agar base complementada con sangre de cordero al 5%. El volumen inoculado
determina el méas bajo limite de deteccion, es decir, una colonia observada en el plato inoculado
con 10 pL equivale aproximadamente a 100 UFC/ml de leche, de esta manera usar mas volumen
de in6culo podria mejorar la tasa de recuperacion en patdgenos con baja concentracion (E. coli,
S. aureus) (Ruegg & Erskine, 2015). Se ha definido que la presencia de al menos 100 a 300
UFC/ml son necesarias para definir un estado de infeccion (Ruegg & Erskine, 2015).

Posterior a la siembra en plato de agar sangre, se incuba a 37°C por 24-48 horas. Pasado este
periodo se evallan las colonias mediante caracteristicas fenotipicas y bioquimicas. Se realiza
tincion de Gram y pruebas especificas para Gram positivas y Gram negativas (National Mastitis
Council (NMC), 1999). Para la identificacion de bacterias Gram negativas, se realiza la siembra
de las colonias identificadas en agar MacConkey, el cual es un medio selectivo para el

aislamiento de enterobacterias y otros gramnegativos, este medio permite la identificacion de
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fermentadores de lactosa y no fermentadores de lactosa (Quinn et al., 2002) . Las pruebas para
cocos Gram positivos, son realizados de acuerdo a los resultados de las pruebas de catalasa. A las
colonias negativas se les realizan pruebas para Streptococcus, las cuales son prueba de Esculina
y Christie-Atkins-Munch-Petersen (CAMP). Para las colonias catalasa positivas se realizan
pruebas bioquimicas para identificacion de S. aureus o Estafilococos coagulasa negativos (Ruegg
& Erskine, 2015).

Se ha estimado que cerca del 27% de las infecciones por S. aureus son identificadas por muestras
de cuartos. Si se toman dos o tres muestras por animal la sensibilidad de la prueba puede
aumentar 94% y 98%, respectivamente (Divers & Peek, 2008). La evaluacion de la leche de
tanque ayuda a definir la infeccion del hato con patdégenos cuyo principal reservorio es la
glandula mamaria como lo son, S. aureus, S. agalactiae, Mycoplasma spp, ya que el aislamiento

indica infeccion en uno o mas animales en el hato (Jayarao et al., 2004).

Recuento de Células Somaticas (RCS)
El RCS en leche es un indicador de salud de la ubre y de calidad de leche. Las células somaticas
son en su mayoria leucocitos y un pequefio porcentaje son células epiteliales (Blowey &
Edmondson, 2010; National Mastitis Council (NMC), 1999). ElI RCS es una medida cruda, los
organismos causantes de mastitis contagiosa son los responsables de un alto conteo de células
debido a mastitis subclinica, la cual activa constantemente la respuesta inmune celular (Blowey

& Edmondson, 2010).
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El RCS se puede determinar mediante conteo electrénico de células tefiidas en muestras frescas,
preservadas o congeladas de leche (National Mastitis Council (NMC), 1999; Ruegg & Erskine,
2015).El RCS puede ser medido usando muestreos asépticos de leche obtenidas de cuartos
mamarios individuales, muestras de leche compuestas, que son una mezcla homogénea obtenida
de los cuartos de un animal (Ruegg & Erskine, 2015) y para monitorear la mastitis a nivel
poblacional se realiza en muestras de tanque de leche (Jayarao et al., 2004). Sin embargo,
algunas infecciones subclinicas no logran ser detectadas debido al efecto dilucion de la leche

proveniente de animales sanos (Ruegg & Erskine, 2015)

La evaluacion rutinaria del RCS individual permite identificar importantes caracteristicas
epidemiologicas de infecciones subclinicas, como lo son prevalencia e incidencia de la
enfermedad en el hato y de esta manera implementar programas de control y prevencion (Ruegg

& Erskine, 2015).

Se considera que un RCS inferior a 100.000 cel/ml corresponde a cuartos sanos, sin embargo, se
ha definido para la deteccion de infecciones intramamarias un punto de corte menor a 200.000
cel/ml para definir sanidad en la glandula mamaria (Ruegg & Erskine, 2015). Un RCS mayor a
200.000 cél/ml en tanque es un indicador de anormalidades en la salud de la glandula mamaria,
principalmente debido a patégenos de mastitis contagiosa, de esta manera el monitoreo constante
en tanque permite identificar cambios en la salud de la ubre (National Mastitis Council (NMC),
1999). Se ha estimado que por encima de la mitad de los animales pueden estar infectados con S.
aureus antes de que se aumente el RCS en tanque, a diferencia de la presencia de S. agalactiae

gue en pocos animales aumenta considerable y rapidamente el RCS en tanque (Divers & Peek,
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2008). Lo anterior es importante ya que permite al productor identificar el problema en el hato,
para instaurar medidas de control y prevencion a tiempo, disminuyendo las pérdidas ya que se ha
estimado que méas de 50.000 células/ml genera pérdidas aproximadas de 0.5 kg/leche/dia (Divers

& Peek, 2008) 0 mas, de acuerdo al aumento por cuarto (ver tabla 2).

La evaluacion mensual de RCS a nivel de hato es un componente crucial para los programas de
salud de la ubre y deberia ser parte de las actividades rutinarias en las granjas lecheras (Ruegg &

Erskine, 2015)

Tabla 2. Prevalencia de infeccion estimada y perdidas en la produccion de leche asociadas con
elevado Recuento de Células Somaticas en tanque de leche

RCS /ml Porcentaje de cuartos Porcentaje de pérdidas en
infectados en rebafio produccion
200.000 6 0
500.000 16 6
1.000.000 32 18
1.500.000 48 29

(Tomado de National Mastitis Council (NMC), 1999)

California Mastitis Test (CMT)
Es una prueba indirecta desarrollada para evaluar la leche de cuartos mamarios, muestras
compuestas y de tanque de leche. El reactivo para realizar la prueba es una mezcla de detergente

con puarpura de bromocresol. La respuesta se observa de acuerdo al grado de reaccién entre el
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detergente y el ADN nuclear, lo que corresponde al RCS en leche (Ruegg & Erskine, 2015). La
lectura se realiza basada en una medida de cinco puntos: negativo, trazas, uno, dos y tres. Los

valores correspondientes se observan en la tabla 3.

Tabla 3.Evaluacion de Recuento de Células Somaticas mediante CMT

CMT RCS (cel /ml)
Negativo 0-200.000
Trazas 150.000 — 500.000
Uno 400.000 - 1.500.000
Dos 800.000 - 5.000.000
Tres > 5.000.000

Adaptado de (Ruegg & Erskine, 2015)
La lectura en la escala “trazas” indica la presencia de mastitis subclinica, sin embargo, la prueba
puede presentar dificultad al momento de leerla cuando se realiza en leche de vacas con pocos

dias de infeccion (Ruegg & Erskine, 2015).

PCR

Algunos estudios han demostrado que pruebas diagnésticas como PCR convencional y PCR en
tiempo real (rt-PCR, por sus siglas en inglés) son herramientas rapidas, en cuanto a su
elaboracién y resultado final. Estas pruebas permiten detectar bajas concentraciones de ADN

bacteriano por mililitro de leche (Steele et al., 2017; Taponen et al., 2009; Zanardi et al., 2014).
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El desarrollo de las técnicas moleculares ha permitido el uso de estos métodos diagndsticos para
mastitis bovina, sobre todo para la identificacion de patégenos, identificacion de agentes
potencialmente zoondticos e investigacion de brotes de mastitis (Ruegg & Erskine, 2015). Los
métodos genotipicos de deteccion se basan en la identificacién de secciones Unicas de ADN
bacteriano. Para esto se ha desarrollado diagndstico basado en PCR convencional y PCR en
tiempo real (rt-PCR) (Ruegg & Erskine, 2015). Se proyecta el uso de pruebas moleculares como
método diagndstico para la identificacion de patdgenos para los cuales los métodos bioquimicos
son inexactos (Ruegg & Erskine, 2015; Zadoks & Watts, 2009). De esta manera en muestras de
leche con bacterias no vivas se podrian identificar mediante rt-PCR, ya que, esta prueba no
depende de bacterias vivas viables en las muestras de leche, sino en la identificacion de ADN
bacteriano (Taponen et al., 2009). Esto resolveria las muestras que en cultivo se establecen como

""sin crecimiento".

En un estudio realizado por Taponen et al., (2009), 79 muestras de leche provenientes de vacas
con mastitis clinica que no tuvieron crecimiento en el cultivo microbiolégico, fueron
almacenadas a -20°C para analisis de rt- PCR usando un kit comercial (Patho- Proof Mastitis
PCR Assay, Finnzymes Oy). Este estudio tuvo como objetivo 11 especies bacterianas de
importancia en mastitis, entre ellos S. aureus, y S. agalactiae. De las 79 muestras 34 (43%),
mostraron un resultado positivo en la rt-PCR. S. aureus fue detectado en tres muestras. Parece
probable que una baja concentracion bacterias en las muestras de leche podria ser una

explicacion para los cultivos negativos, sin embargo, este estudio no logré comprobar esta
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hipotesis. Por otro lado, es importante resaltar de este estudio que la rt-PCR es una herramienta

atil para identificar la etiologia bacteriana de las muestras negativas al cultivo microbioldgico.

Las pruebas de leche para evaluacion de patdgenos de mastitis rt-PCR usando un kit comercial
(Patho- Proof Mastitis PCR Assay, Finnzymes Oy) no necesitan ser previamente cultivadas y el
analisis requiere entre 3 y 4 horas, por lo tanto, los resultados son rapidos, permitiendo un
diagnostico a tiempo para realizar un tratamiento y disminuir la necesidad de usar
antimicrobianos innecesarios (Barkema et al., 2006; Taponen et al., 2009). La especificidad y

sensibilidad encontrada para esta prueba fue de 100% (Koskinen et al., 2009)

Tratamiento
La terapéutica instaurada para mastitis bovina se enfoca de acuerdo a la etiologia de la
enfermedad con el fin de eliminar el agente. Es importante realizar un diagnostico confiable y
eficaz para obtener una mejor tasa de cura. La resolucion del tratamiento se ha evaluado en la
reduccion de los signos clinicos, lo cual no garantiza la eliminacion completa del patdégeno en el

tejido (Erskine, Wagner, & DeGraves, 2003).

Para alcanzar las concentraciones terapéuticas, se han considerado tres compartimentos
farmacoldgicos para mastitis bovina: la leche, el revestimiento epitelial de los conductos y
alvéolos de la glandula mamaria. Los patdgenos que se ubican en estas areas anatomicas

generalmente no son invasivos y no se creen que causan abscesos en el parénquima, los
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organismos identificados son: Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae, vy

Estafilococo coagulasa negativo (Ruegg & Erskine, 2015).

La terapia antimicrobiana beneficia la salud y bienestar animal, sin embargo, los costos
estimados para este tratamiento se deben a medicamentos, servicios veterinarios, personal y
descarte de leche (Erskine et al., 2003). Por otro lado, los antimicrobianos usados contra agentes
de mastitis bovina pueden ser residuales en la leche para el consumo, afectando la seguridad

alimentaria del consumidor (Ruegg & Erskine, 2015).

El uso inadecuado de antimicrobianos en animales y humanos ha contribuido a la resistencia a
los antibioticos, es por esto que a nivel mundial se ha definido la campafia para el uso racional de
antibioticos liderada por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), y en este sentido la
tendencia mundial es disminuir el uso y abuso de estos medicamentos, sobre todo porque

representa riesgo para la salud humana (WHO, 2019).

En medicina veterinaria, en su mayoria el uso de antibioticos se realiza de forma empirica
(Ruegg & Erskine, 2015) por los productores, los cuales en algunas ocasiones desconocen los
periodos de retiro, lo que puede llevar a penalizaciones por residuos en paises en los que son

evaluados (Ruegg & Erskine, 2015).
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Los factores de riesgo para disminuir la eficacia terapéutica incluyen incremento de la edad de la
vaca, existencia de altos RCS antes del tratamiento, duracion de la infeccion, namero de cuartos

infectados, e infecciones por S. aureus (Barkema et al., 2006).

Para reducir el uso de antimicrobianos asociados con mastitis es necesario cambiar el
comportamiento del personal: i) utilizar métodos diagndsticos como el cultivo microbiolégico
para la identificacion de patdgenos que ocasionan mastitis, ii) determinar la historia del animal,
identificar los factores de riesgo a nivel de la vaca que pueden tener impacto en la eficacia de la
terapia, Y iii) aplicar protocolos de terapia estandarizados en la farmacologia (Ruegg & Erskine,

2015).

Logicamente, el énfasis en la investigacion y la aplicacion clinica de los antibacterianos para el
tratamiento de la mastitis se ha centrado en la eliminacion de agentes infecciosos. El éxito
terapéutico para algunas infecciones intramamarias, puede medirse evaluando la reduccion de los

signos clinicos en lugar de la eliminacion total del patdgeno de la glandula.

La historia de presentacion de mastitis clinica en el animal es el Unico factor de riesgo que se
encontrd tanto para mastitis subclinica como para S. aureus. Sarker et al. (2013) ha reportado
mayores probabilidades de mastitis subclinica en vacas con antecedentes de mastitis clinica en
Bangladesh. La explicacion mas probable es que los casos de mastitis clinica no se curaron
completamente debido a un tratamiento ineficaz que conduce a una mastitis subclinica crénica.

Hay muchos factores que pueden influir en la curacion bacteriologica después del tratamiento de
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la mastitis clinica (Sol et al., 1997). Barkema et al. (2006) informaron que en S. aureus, la
probabilidad de curacién depende de la vaca, el patdgeno y los factores de tratamiento. Las bajas
tasas de curacion pueden deberse, por ejemplo, a un tratamiento suboptimo o a la deteccion de
casos de mastitis clinica en una etapa cronica de la infeccion. Se ha observado que el examen de
la ubre para buscar mastitis clinica disminuy6 la probabilidad de mastitis subclinica, quiza por el
hecho de que los productores identifican problemas a tiempo, lo que les permite tomar las
medidas adecuadas, como realizar un tratamiento instaurado por el médico veterinario. De esa
manera, también pueden reducir la propagacion de la infeccidn en sus rebafios (Mekonnen et al.,

2017).

Epidemiologia de la mastitis bovina
Factores de riesgo
La leche de alta calidad higiénica, es aquella con bajos recuentos bacterioldgicos y depende de
los procesos realizados en el hato que involucra factores relacionados con la higiene de los
animales, el medio ambiente y el equipo (Elmoslemany et al., 2009). Para lograr una alta calidad
de la leche cruda, los productores deben ser conscientes de los factores que influyen en la

contaminacién de la leche cruda y como se pueden controlar (EImoslemany et al., 2009).

Se han identificado dentro de los factores de riesgo para la calidad higiénica de la leche de
tanque la importancia de la higiene de la ubre, la alta suciedad de ubres, patas y flancos, la
temperatura de la solucion de lavado utilizada para limpiar el sistema de ordefio y los factores

relacionados con la calidad del agua para lavado de equipos y tanque (EImoslemany et al., 2009).
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Un alto recuento de bacterias ambientales en leche de tanque indica problemas relacionados con
la higiene del medio ambiente y el ordefio (Bhushan, Jayarao & Wolfgang, 2003). Se han
asociado altos conteos de coliformes con el uso de bajas temperaturas de agua para limpieza de
equipos, y predominio de tipos especificos de microorganismos en el equipo de ordefio por
factores como la limpieza quimica (Elmoslemany et al., 2009). En cuanto a los factores
ambientales se ha identificado que el agua muy dura o el uso de limpiadores altamente alcalinos
mejoran el desarrollo de la piedra de leche. Ademas, la alta alcalinidad también puede conducir a
la corrosion de las superficies y aumentar el deterioro de las piezas de goma, dando como
resultado condiciones para la adherencia bacteriana y la formacion de biopeliculas (Austin &

Bergeron, 1995).

Se ha considerado que la contaminacion de la leche del tanque por bacterias ambientales se debe
principalmente a pezones y ubres sucias cuya fuente es el estiércol y material de cama
(Elmoslemany et al., 2009). La ausencia de desinfeccion y secado de los pezones antes del
ordefio contribuird a que los microorganismos ambientales, como estreptococos, estafilococos,
coliformes y otras bacterias gramnegativas proliferen y que a su vez sean detectados en pruebas
como recuento aerobico total, recuento de incubacion preliminar, recuento de pasteurizacion de

laboratorio y recuento de coliformes (EImoslemany et al., 2009; Murphy & Boor, 2000)

Se han identificado factores de riesgo para la presentacion de mastitis a nivel de granja como

deficiente higiene del ordefio, ausencia de presellado, uso de pafios para el secado de la ubre,

inadecuado funcionamiento del equipo de ordefio, ubre sucia al inicio del ordefio y ausencia de
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terapia de vaca seca (Dargent-Molina et al., 1988; Mungube et al., 2004; Ramirez et al., 2014). A
nivel de vaca se han identificado factores de riesgo como raza (como raza Holstein en mastitis
subclinica), paridad (mayor riesgo de Mastitis clinica en vacas mas viejas), el periodo periparto,
especies patdgenas involucradas en el caso anterior de mastitis clinica (Jamali et al., 2018;

Leelahapongsathon, Schukken, & Suriyasathaporn, 2014; N. F. Ramirez et al., 2014).

Se han encontrado factores de riesgo especificos relacionados con mastitis subclinica producidas
por S. agalactiae, como raza Holstein, mayor paridad, mayor mes de lactancia, ubre sucia al
inicio del ordefio, ordefio manual e inadecuado sellado de la ubre (Ramirez VVasquez et al., 2014).
En relacion a mastitis clinica originada por S. aureus, un estudio realizado en Suecia, lo asocio
con el sistema de alojamiento y el tamafio del rebafio, como lo son las estabulaciones en puestos
de gancho y grandes rebafios, respectivamente. Ademas, asociaron el material de cama como el
aserrin que favorece el aislamiento Klebsiella spp., pero con menos riesgo de aislar
Streptococcus uberis, los sistemas estabulados sueltos con Escherichia coli y lesiones en los
pezones con Arcanobacterium pyogenes y Streptococcus dysgalactiae (Ericsson Unnerstad et al.,

2009).

Entre los factores de riesgo para el aumento en el RCS en leche de tanque se han identificado, el

prolongado tiempo de ordefio, retiro de la pezonera antes de terminar el ordefio y escurrido

manual posterior al ordefio (Jamali et al., 2018; Leelahapongsathon et al., 2014).
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Los programas de control de mastitis bovina deben tener en cuenta las particularidades de la
granja y la etiologia del brote que se presente (Ruegg, 2012), ademas deben considerar que en
paises tropicales, estas condiciones epidemioldgicas estan relacionadas con las caracteristicas de
las vacas y el manejo del ordefio (Leelahapongsathon et al., 2014), esto debido a que en paises
tropicales como Brasil los sistemas de produccion lecheros se caracterizan por practicas de
manejo del rebafio inadecuadas, practicas sanitarias durante el ordefio ineficientes, cambio de
operarios constante, bajo nivel de profesionalizacion, que se estima pueden favorecer los casos
de mastitis bovina en los hatos (Ferreira et al., 2007). De esta manera se ha identificado que un
bajo nivel de educacion y que el operario no sea el propietario de los animales pueden realizar un
manejo poco adecuado de los casos de mastitis y puede propender a propagar lo patdgenos

implicados en el brote (Mekonnen et al., 2017).

Por otro lado, préacticas como el lavado de manos antes del ordefio y la desinfeccion del pezén
posterior al ordefio o sellado, se ha considerado como factores de proteccion para la presentacion
de mastitis (Barkema et al., 2006; Mekonnen et al., 2017; Mungube et al., 2004; Ramirez et al.,

2014).

Epidemiologia de la mastitis en Colombia
En Colombia se han realizado varios estudios de frecuencia y prevalencia de mastitis en distintas
regiones del pais con el fin de determinar las principales bacterias involucradas en la mastitis
bovina (Calderén & Rodriguez, 2008; Calderdn et al., 2012; Keefe et al., 2011; Ramirez et al.,

2014). Se destaca de estos estudios, que los principales patdogenos involucrados en la mastitis
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bovina han sido S. aureus y S. agalactiae. Calderdn, et al., (2008), realizaron un estudio no
probabilistico en el Altiplano cundiboyacense, donde evaluaron 11.416 cuartos pertenecientes a
2.854 vacas de 40 fincas especializadas en produccion de leche. Las muestras procedian de
cuartos positivos al Californian Mastitis Test (CMT), donde el patdgeno mas frecuente fue el S.
aureus con un 29.9% de los aislamientos, seguido de S. agalactiae con un 6.84%. En otro
estudio de tipo no probabilistico realizado en 15 hatos con sistema doble proposito en el
municipio de Monteria (Cdrdoba), se evaluaron 4.260 cuartos de 1.065 vacas mediante CMT. De
las muestras de leche positivas, el microorganismo mas aislado fue S. aureus con 87.56%,
seguido de S. uberis en un 3.6% y S. agalactiae fue aislado en un 2.1% (Calderon et al., 2011).
En el Altiplano Norte de Antioquia se realizd un estudio de corte, en el cual, las muestras de
leche se tomaron a 877 vacas en 37 predios. En este estudio se encontré una frecuencia de
aislamiento para S. agalactiae de 34%, 23.9% fueron cultivos negativos y 5% correspondié a S.
aureus (Ramirez et al., 2011). En otro estudio no probabilistico efectuado en muestras de 484
tanques de leche de nueve municipios de Colombia se determind una prevalencia para S.
agalactiae de 42% (Greg Keefe et al., 2011). En una investigacion de tipo longitudinal realizada
durante 24 meses en el Altiplano Norte de Antioquia, 11.312 muestras de leche fueron evaluadas
mediante cultivo microbioldgico, de las cuales, el patdgeno mas aislado fue S. agalactiae, con

una frecuencia de 34.4% y 8% correspondié a S. aureus (Ramirez et al., 2014)

La base de la diferenciacion entre cepas es el estudio epidemiolégico molecular, ya que permite

la identificacién de fuentes de microepidemias o brotes y de clones con virulencia diferenciada

(Frenay et al., 1996). Es decir, las cepas aisladas entre regiones, hatos y animales, pueden
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presentar informacidn genética variable, por lo cual la presentacion clinica y la patologia de la
enfermedad puede variar de acuerdo a la expresion fenotipica generada por la presion ejercida en
el medio ambiente. Debido a lo anterior y en el contexto de la mastitis bovina en Colombia que
hasta la fecha, no se han realizado estudios que permitan entender la epidemiologia molecular de
agentes de la mastitis de tipo contagiosa, como el Staphylococcus aureus y el Streptococcus
agalactiae, es necesario realizar investigaciones con una estructura epidemiolégica molecular.
Un estudio que sea definido en un marco muestral compatible con zonas lecheras cuyas
caracteristicas sean similares y que permitan extrapolar los resultados obtenidos, con el fin de
ayudar a entender la situacion de la mastitis de tipo contagiosa especificamente en el contexto

socio ambiental de un pais tropical como Colombia.

Estrategias de prevencion
Obtener leche de alta calidad sanitaria y composicional es uno de los objetivos en los sistemas de
produccién lactea. Los programas de control y prevencion son importantes ya que permiten
identificar mastitis de tipo contagiosa en el hato. Estos programas empiezan con la evaluacion de
conteo bacteriano y RCS en tanque (Jayarao et al., 2004). Para poder ejercer control sobre esto,
es preciso realizar un diagnostico a tiempo de los animales que estan presentando mastitis de tipo
subclinica o clinica, identificar el patdgeno que lo esta produciendo y asi tomar medidas para

evitar nuevos contagios.

Las estrategias implementadas se han instaurado de acuerdo a los factores de riesgo para cada
tipo de mastitis, ambiental y contagiosa. En la tabla 4 se observan las principales diferencias y

puntos de control para ambos tipos de mastitis.
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Tabla 4. Resumen de las principales diferencias de los factores de riesgo y puntos de control
para la prevencidn de mastitis contagiosa y ambiental.

Caracteristica Mastitis contagiosa Mastitis ambiental
Fuente de infeccién Pezones y ubre Ambiente contaminado
Transferencia de Durante el ordefio Entre ordefios y durante el periodo seco

infeccion dentro de la

ubre
Mastitis clinica La mayoria de casos
son clinicos
Controlado por Sellado

Terapia de vaca seca
Higiene de ordefio

Sacrificio

Una alta proporcion es clinico
(Streptococcus uberis) puede ser subclinico
Higiene en el medio ambiente
Presellado

Sellado de pezones en el periodo seco

(Tomado de Blowey & Edmondson, 2010)

Desde 1970 en USA, Reino Unido y Australia, investigaciones llevadas a cabo por mas de 30

afios en Mastitis Field Experiment (MFE) y National Institute for Research into Dairying (NIRD)

permitieron construir los planes de manejo y control para la mastitis y formaron la base de los

programas modernos, de esta manera el National Mastitis Council replico el programa de los

cinco puntos de control para la mastitis contagiosa, los cuales son (Blowey & Edmondson, 2010;

Ruegg, 2017):

1. Efectivo sellado con desinfectante al final de cada ordefio

2. Uso de antibiotico en cada cuarto al final de cada lactancia
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3. Apropiado tratamiento de mastitis clinica

4. Sacrificio de animales cronicamente infectados

5. Mantenimiento del equipo de ordefio

Otras medidas de prevencion que se han instaurado a nivel internacional son:

Uso de guantes durante el ordefio

Como se ha dicho una de las principales fuentes de contaminacién de S. aureus y S. agalactiae son
las manos del ordefiador, por lo cual a nivel mundial se ha establecido el uso de guantes durante el
ordefio y cambio de los mismos entre animales. Esto se desarrollé debido a que en la piel y manos de
los operarios pueden presentar grietas o heridas, que serian fuente de infeccion. EIl uso de guantes
tiene como fin facilitar la desinfeccion de la superficie de la mano y evitar la contaminacion por la
manipulacién entre animales. Adicionalmente, esta practica propende por disminuir la tasa de
incidencia de mastitis clinica y subclinica (Blowey & Edmondson, 2010), causada por patdégenos
contagiosos Yy reducir el RCS en tanque, es decir, mejorar la calidad sanitaria de la leche mediante la
prevencion de mastitis de tipo contagiosa.

Despunte

Esta practica se realiza principalmente con el fin de detectar cambios en la leche al inicio del ordefio.
Ademas, estimula la eyeccion de leche y remueve bacterias del canal del pezon (Blowey &
Edmondson, 2010). La deteccion temprana de mastitis clinica permite realizar tratamientos rapidos y
de esa manera mejorar la tasa de cura. Por otro lado, evita que leche con alto RCS sea adicionada al

tangque (Blowey & Edmondson, 2010).
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Presellado
El objetivo de esta préctica es disminuir la cantidad de bacterias al iniciar el ordefio, ya sea para
instaurar la pezonera o para el ordefio manual. Esto disminuye las bacterias que podrian ocasionar

mastitis ambiental (Blowey & Edmondson, 2010).
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Capitulo 2

El tamafio del hato y el tipo de ordefio estan asociados a la prevalencia de bacterias

patdgenas en el tanque de almacenamiento de leche.

Angela-Sofia Agredo Campost, MV, Est MSc; Jorge A Fernandez Silvat, MV, MSP, Dr Med vet;
Edilberto Martinez!, MV; Nicolas F Ramirez Vasquez 1, MV, MSc, Dr Sci Anim;

1Grupo CENTAURO, Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia

Resumen
Antecedentes: La Mastitis Bovina afecta la salud, el bienestar de los animales y la calidad de la
leche. Streptococcus agalactiae y Staphylococcus aureus son los principales agentes causales de
mastitis contagiosa bovina y habitan obligatoriamente la glandula mamaria. Se ha identificado un
mayor Recuento de Células Somaticas (RCS) en hatos con ordefio manual en comparacion con
aquellos que tienen ordefio mecanico. Los cultivos de tanque de leche y los valores de RCS,
suministran una base para evaluar la calidad de la leche y los problemas de mastitis contagiosa
en el hato. Objetivo: determinar la prevalencia de S. agalactiae y S. aureus en tanques de leche
y su asociacion con las practicas de manejo del ordefio en hatos del municipio de San Pedro de
los Milagros, Antioquia, Colombia. Métodos: Se efectud un estudio transversal entre diciembre
de 2016 y octubre de 2017. El tamafio de muestra fue 148 hatos, se estimd basado en la formula
de comparacion de proporciones. La seleccion de los hatos se ejecuté mediante muestreo
aleatorio simple. Se realizaron tres visitas por hato con un intervalo de dos meses. En la primera

visita se realiz0 una encuesta sobre las practicas de manejo del hato y se tomé una muestra para
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RCS. En cada visita se colecté una muestra de leche de tanque para cultivo bacteriolégico de S.
agalactiae y S. aureus. Resultados: el 60% de los hatos tiene 30 o0 menos animales en ordefio. El
86.5% de los hatos ordefia en potrero y el 30.4% realizaban presellado adecuado. La prevalencia
aparente de S. aureus en tanque de leche a nivel de hato fue del 23% (34/148) y la de S.
agalactiae del 8% (12/148). En el analisis de regresion logistica multivariado se encontr6
asociacion estadistica significativa entre la positividad a S. aureus y tener mas de 60 vacas en
ordefio y la positividad a S. agalactiae y uso de ordefio mecénico en sala o en potrero, en
comparacion con los que ordefian de forma manual en potrero. Conclusiones: Se encontré una
prevalencia menor para S. agalactiae en comparacion con otros estudios realizados a nivel de
tangue y a nivel animal. El ordefio mecanico en sala o en potrero, y tener un nimero mayor de 60
vacas en ordefio es un factor de riesgo para la presentacion de S. agalactiae y S. aureus,

respectivamente.

Palabras clave: Factores de riesgo, Lecheria especializada, Mastitis contagiosa, ordefio

manual, Recuento de Células Somaticas.
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Introduccioén

La mastitis bovina es un problema que afecta la salud y el bienestar de los animales (Ruegg,
2012) y es una enfermedad con gran impacto econdmico en el hato y la industria, debido al dafio
directo sobre la calidad y cantidad de la leche (Keefe, 2012). A nivel mundial la mastitis es la
enfermedad infecciosa mas prevalente y costosa en las vacas lecheras, debido a los costos por
pérdidas en la produccion, sacrificio de animales, tratamiento de animales enfermos y medidas
de control y prevencion (Andrews, Blowey, Boyd, & Eddy, 2004; Green et al., 2012). En
Holanda se estimo que los costos por pérdidas debidas a mastitis bovina, sumados a los costos en
su prevencion, estan alrededor de 240 euros por lactancia por vaca por afio (van Soest, Santman-
Berends, Lam, & Hogeveen, 2016). En Colombia se registraron pérdidas de hasta 2.4 litros

diarios por vaca afectada con tres cruces al California Mastitis Test (CMT) (Rodriguez, 2006) .

La mastitis es el principal factor que causa un elevado RCS (Blowey y Edmondson, 2010). Se ha
relacionado el incremento en los valores de RCS en tanque, con la frecuencia de aislamiento de
S. aureus y S. agalactiae (Jayarao et al., 2004). En Colombia se identificé mayor valor de RCS
en leche de tanques con sistemas de ordefio manual en comparacion con aquellos que tenian
ordefio mecénico (Reyes et al., 2017). La identificacion de patdgenos mediante cultivos de leche
de tanque y la evaluacion periodica de valores de RCS, permiten valorar la calidad de la leche y

reconocer mastitis contagiosa en el hato (Jayarao et al., 2004).

Las bacterias S. agalactiae y S. aureus son los principales agentes causales de la mastitis

contagiosa bovina (Bhushan, Jayarao & Wolfgang, 2003; Keefe, 2012). El aislamiento de S.
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aureus o S. agalactiae en leche de tanque podrian indicar infeccion en uno o méas animales
(Jayarao et al., 2003), ya que ambas bacterias son habitantes obligadas de la glandula mamaria

(Divers & Peek, 2008; Jayarao et al., 2004; Olde Riekerink et al., 2010).

En varios estudios realizados en provincias de Brasil, se reportd una prevalencia de mastitis
subclinica para S. aureus y para S. agalactiae desde 4.8% hasta 28.2% y de 3.1% hasta 13.7%,
respectivamente (Busanello et al., 2017). En Colombia estudios no probabilisticos efectuados a
nivel de cuarto, determinaron mayor frecuencia en los aislamientos de S. aureus y S. agalactiae
(Rodriguez, 2006, Calderon & Rodriguez, 2008b, Ramirez et al., 2014; Trujillo et al., 2011). En
cuanto a tanque, en un estudio estratificado en hatos de Canada se encontré una prevalencia de S.
aureus en tanque del 74% (Riekerink et al., 2010). En México, en 224 tanques de leche se halld
una frecuencia de 30% para S. aureus, no se aislo S. agalactiae en ninguna muestra (Miranda-
Morales et al., 2008). En Colombia han sido muy pocos los estudios realizados a nivel de tanque
y los que se han hecho son de tipo no probabilisticos (Keefe et al., 2011, Velasco-Bolafios et al.,

2014).

En el pais se han identificado practicas en lecheria especializada asociadas con mastitis clinica y
subclinica a nivel de cuarto ocasionadas por S. agalactiae y S. aureus (Ramirez et al., 2014).
Estas asociaciones se han encontrado en estudios no probabilisticos, sin disefio especifico para
comparacion de proporciones (anlisis de factores de riesgo) y en los cuales el nimero de hatos
es muy pequefio, lo cual podria llevar a incertidumbre en la validez de los resultados. El objetivo

de este trabajo fue estimar la prevalencia de S. agalactiae y S. aureus en tanques de leche y
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asociar las précticas de manejo del ordefio a la prevalencia en hatos del Municipio de San Pedro

de los Milagros, Antioquia, Colombia.
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Materiales y métodos

Consideraciones éticas

Este trabajo recibio aval expedito del Comité de Etica para la Experimentacion con Animales

(CEEA) de la Universidad de Antioquia (Acta del 29 de abril de 2015).

Tipo de estudio y tamafio de muestra

Este estudio transversal fue realizado en el municipio de San Pedro de los Milagros, ubicado en
el Altiplano Norte de Antioquia, entre diciembre de 2016 y octubre de 2017. La poblacion
bovina al momento del estudio era de 73.136 bovinos (ICA, 2017). El municipio de San Pedro de
los Milagros tiene un sistema de lecheria especializada similar al de otras cuencas de lecheria
especializada en Colombia, lo que hace de este municipio un buen modelo para estudios
epidemiologicos relacionados con la produccion lechera en Colombia. En el municipio se
produjeron 576.400 litros de leche por dia en el 2016 (Gobernacion de Antioquia, 2016) lo que
representa el 19.5% de la produccion lactea departamental. EI tamafio de muestra (n=148 hatos)
se estimO basado en la férmula de comparacién de proporciones (Dohoo, Stryhn, & Martin,
2010) mediante el Software PROMESA®. En el cédlculo del tamafio de muestra se utilizé un
nivel de confianza del 95% y un poder del 80%. La prevalencia esperada sin el factor de riesgo
para S. aureus (P1) fue del 8%. La prevalencia esperada con el factor de riesgo para S. aureus
(P2) fue del 40% (Riekerink et al., 2010). El factor de riesgo se establecio como “no lavado de
manos del ordefiador”, de acuerdo a Ramirez et al., 2014.

El nimero total de hatos obtenidos en el calculo del tamafio de muestra fue de 66 con el factor y

66 sin el factor. Este dato se ajustd segun el andlisis multivariable de Elashoff y Lemeshow

66



(2007), el cual resultdé en un nimero total de hatos de 148. Para la seleccién de la muestra se
eligieron aquellas veredas, que en conjunto sumaron el 70% de la poblacion bovina en el
municipio. Este porcentaje correspondi6é a 15 de las 37 veredas que componen el municipio. El
namero de hatos en cada vereda fue calculado por afijacion proporcional, de acuerdo al nimero
de hatos por vereda en relacion a las deméas veredas. De este modo las veredas con mayor
nimero de hatos tuvieron mas representacion en la muestra. La seleccion de los hatos por cada
vereda se realizd mediante un muestreo aleatorio simple usando el software Microsoft®
Excel®2016. Los criterios de inclusion fueron: posibilidades de acceso al hato, que el hato
tuviera tanque de almacenamiento propio no compartido y autorizacién del administrador o

propietario para la toma de la muestra y la informacion.

Protocolo de visita

Durante el periodo de estudio se realizaron tres visitas por hato, con un intervalo de dos meses
entre cada una. En cada visita fue colectada una muestra de leche de tanque para cultivo
bacteriologico segun las indicaciones del National Mastitis Council (NMC, 1999), la cual se
transporto en refrigeracion hasta el Laboratorio de Microbiologia de la Unidad de Diagndstico de
la Facultad de Ciencias Agrarias (Universidad de Antioguia). Las dos primeras muestras fueron
almacenadas en tres viales de 2 ml por muestra y fueron congeladas a -20°C hasta un maximo de
12 semanas, debido a que la recuperacion de S. agalactiae disminuye después de este periodo
(Petzer et al., 2012; Schukken et al., 1989). Las muestras correspondientes al tercer muestreo no

se congelaron y fueron procesadas en fresco después del transporte en refrigeracion.

67



Recuento de Células Somaticas (RCS)

En la primera visita se tomé una muestra de leche del tanque de forma aséptica, segun el
protocolo establecido por el National Mastitis Council (NMC), 1999 y se transportd en
refrigeracion para su analisis en el Laboratorio de Calidad de la Leche de la Unidad de

Diagnostico de la Universidad de Antioquia, donde fue procesado en el equipo Fossomatic®.

Cultivo bacterioldgico

El diagndstico bacteriologico de S. aureus y S. agalactiae se realizo siguiendo los lineamientos
del National Mastitis Council (NMC, 1999). El cultivo de las muestras de leche se realiz6 en una
cabina de bioseguridad Tipo Il. Para el cultivo bacteriologico, uno de los tres viales almacenados
se descongeld a temperatura ambiente por 40 minutos, luego se mezcld por inversion durante 30
segundos. Posteriormente fue realizada la siembra por superficie (0.01 ml de leche) en agar
sangre e incubacion a 37°C en CO2 por 12 a 24 horas. Las muestras que presentaron tres 0 mas
colonias diferenciadas fueron consideradas contaminadas y descartadas para efectos de analisis.
A las 24 horas de incubacion cada colonia diferenciada fue sembrada en agar azida por 12 horas
a 37 °C en CO.. Posteriormente se le realizo tincion de Gram y prueba de catalasa. Las colonias
Gram positivas y catalasa positivas y las colonias Gram positivas y catalasa negativas fueron
seleccionadas para la identificacion por medio de pruebas bioquimicas especificas para S. aureus
y S. agalactiae, respectivamente. Para la identificacién de S. aureus se realizd la prueba de
manitol en plato, urea en tubo inclinado, coagulasa en tubo, y DNasa en plato (Ramirez et al.,
2014). Se consideré una colonia positiva cuando todas las pruebas fueron positivas. Para la
identificacion de S. agalactiae se realizd la prueba de CAMP, esculina y bacitracina. Se

considerd una colonia positiva cuando la prueba de CAMP fue positiva, esculina negativa, y
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bacitracina sensible.

Definicion de caso

Un hato se consider6 positivo a S. agalactiae o0 a S. aureus si se aislaba el respectivo patdgeno,

en al menos uno de los tres muestreos efectuados.

Encuesta

Para evaluar los factores de riesgos asociados a las practicas de ordefio, se disefi6 una encuesta
con 52 variables agrupadas en cinco categorias: 1. informacion general, 2. higiene del ordefio, 3.
instalaciones, 4. variables relacionadas con la mastitis, y 5. Bioseguridad. Para la toma de
informacion se solicité la firma de un consentimiento informado por cada hato. La encuesta
presento opciones de respuestas cerradas y semiabiertas, las cuales se codificaron para facilitar
su analisis. La encuesta fue realizada al ordefiador, administrador o propietario de acuerdo a
quien realizara las labores en el lugar. Antes de su aplicacion definitiva, la encuesta se evaluo en
5 hatos de una de las veredas del estudio, en la cual se identificaron las preguntas que se
prestaran para confusion en su aplicacion y en el analisis de los datos. Durante la evaluacion de
la encuesta los entrevistadores se prepararon y armonizaron en lo relacionado a la formulacion de
las preguntas y la recoleccion de la informacidn, para evitar sesgos del entrevistador (Delgado-

Rodriguez & Llorca, 2004).

Analisis estadistico

Toda la informacion obtenida fue ingresada en una hoja de calculo Excel (Microsoft Corp.,
Redmond, 2010) y luego exportada a Stata® 12.0 (StataCorp, 2011) para todos los analisis

estadisticos. En primera instancia se estimd la prevalencia aparente para S. agalactiae y S.
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aureus. Para el anlisis de factores de riesgo las variables nominales fueron categorizadas en
variables ordinales para ingresarlas al modelo. Sé6lo variables con menos de 30% de datos
perdidos fueron seleccionadas para el analisis univariado, luego se realizé analisis de regresion
logistica usando como variable respuesta la prevalencia de S. aureus y de S. agalactiae. Se
estableci6 significancia estadistica a un p <0.05. Se efectud analisis de correlacion de Spearman
y cuando se obtuvo un coeficiente de correlacién >0.40 entre un par de variables se seleccion6
s6lo una para incluirla en el modelo, esto basado en los criterios de plausibilidad biologica y
menores valores perdidos. Las variables que en el andlisis bivariable tuviesen un p <0.25 fueron
seleccionadas para el modelo de regresion logistica multivariable. Se construyd un modelo de
regresion logistica multivariable por medio de la metodologia backward, en el cual las variables
que tuviesen un p <0.05 permanecian en el modelo. Se efectud andlisis de interaccion entre los
pares de predictores que tuviesen plausibilidad biologica. Se utilizdé la prueba de Wald para
comparar modelos sin y con el término de interaccion incluido. Se efectud analisis de confusion,

pero no se lograron evidenciar variables confusoras.

Para la evaluacién de Unidades Formadoras de Colonia (UFC) y RCS se estimd la media
geométrica y aritmética con sus respectivos intervalos de confianza. Adicionalmente para RCS
se calculé media geométrica y aritmética para hatos positivos y negativos de los resultados
obtenidos en el primer muestreo para S. aureus y S. agalactiae. Se dicotomizaron los resultados
de RCS tomando un valor de RCS > 300.000 cel/ml como hato positivo a patdgenos contagiosos
y valores < 300.000 cel/ml se tomaron como hatos negativos. Posterior a la categorizacion de

esta variable se realizo regresion logistica multivariable.
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Resultados
Estadistica descriptiva

La caracterizacion de los hatos esta resumida en la tabla 1. Los productos mas usados para la
desinfeccion de manos fueron, clorado en 38.5% (57) y yodado en 27% (40). El 27.7% (41) de
los entrevistados realizaban lavado de manos entre vacas durante el ordefio y 72.3% (107) no lo
hacian. En 82.43% (122) de los hatos no realizaban lavado de la ubre, mientras que 17.57% (26)
dijo que lo hacia siempre o cuando la ubre estuviera muy sucia. De estos 26 hatos en donde se
lavaba la ubre 10.14% (15) la secaban. En 63.5% (94) de los hatos lavaban los pezones y en
36.5% (54) no lo hacian. De 94 hatos en donde mencionaron lavar los pezones, 54% (80) los
secaban y de estos, 33.8% (50) los seca individualmente. De los 148 hatos encuestados solo el
1.3% (2) no realizaba despunte durante la rutina de ordefio, el resto 98.7% (146) si lo ejecutaba.
Respecto al presellado, 87.8% (130) de las personas manifestaron realizarlo y 12.16% (18) no.
De los que presellaban, 15.4% (20) usaban productos clorados, 80.8% (105) productos yodados y
3.8% (5) otros productos. Se construyo la variable presellado adecuado agrupando las variables,
presellado de pezones, producto adecuado para el presellado, concentracion del producto usado
para el presellado, tiempo de contacto del producto con el pezon, tipo de material para el secado.
Presellado adecuado se consideraba cuando se usaba un producto disefiado para tal fin, con la
concentracion indicada por el fabricante, se deja actuar de 15 a 30 segundos en la piel del pezon
y se realiza secado con toalla de papel desechable por pezon. De esta manera, 30.4% (45) de los

hatos realizaban presellado adecuado y 69.6% (103) no lo realizaban adecuadamente.
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Tabla 1. Variables descriptivas de 148 hatos lecheros en San Pedro de los Milagros, Antioquia,

Colombia.
Variable Categoria Observaciones %
Nimero de vacas en <30 89 60
ordefio 30a60 40 27
> 60 19 12.8
NUmero de ordefiadores 1 77 52
2 57 38.5
>3 14 9.5
El ordefiador es el Si 74 50
propietario No 74 50
Raza Holstein 121 81.8
Jersey 16 10.8
Otras ** 11 7.4
Sitio de ordefio Potrero 128 86.5
Sala 20 13.5
Ordefio  mecanico en Si 67 45.3
potrero No 81 54.7
Ordefio manual en potrero Si 19 12.8
No 129 87.2
Lavado de manos Si 134 90.5
No 14 9.5
Desinfeccion de manos Si 97 65.5
No 51 34.5
Uso de guantes Si 63 42.6
No 85 57.4
Mantenimiento del equipo Si 122 82.4
de ordefio No 7 4.7
A veces 19 12.8
Segregacion Si 120 81.1
No 28 18.9
CMT Si 141 95.3
No 7 4.7
Tipo de sistema Cerrado 102 68.9
Abierto 46 31.1
Cambio de ordefiador Si 30 20.3
No 118 79.7

** Otras razas incluyen: Holstein rojo, Jerhol y Simmental

En relacién a la variable mantenimiento del equipo de 29.8% (37) lo hacian cada tres meses,

61.3% (76) cada seis meses y 8.9% (11) cada afo. EI 81% (120) de los hatos ordefian de ultimo
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las vacas con leche anormal y 18.9% (28) no tenian orden establecido durante ordefio. EIl 48%
(71) de los encuestados mencionaron que usaban la leche de descarte para alimentar a las

terneras, 13.5% (20) la elimina en el ambiente y 38.5% (57) tiene otra disposicion.

De los 148 encuestados 69% (102) mencionaron que eran cerrados, lo que significa que no
ingresaban animales de otros predios, mientras que 31% (46) se consideraron abiertos (significa

que ingresaban animales nuevos al hato por compra o cambio)

Prevalencia de S. aureus y S. agalactiae en tanques de leche

La prevalencia aparente de S. aureus y de S. agalactiae por hato fue de 16.2% (24/148) y 2.1%
(3/148) para el primer muestreo, 7.4% (11/148) y 3.4% (5/148) para el segundo muestreo, y 2%
(3/148) y 3.4% (5/148) para el tercer muestreo, respectivamente. En total se encontré una
prevalencia aparente en tanque de leche por hato para S. aureus de 23% (34/148) y para S.

agalactiae de 8% (12/148).

Factores de riesgo de hato asociados a la presencia de S. agalactiae y S. aureus en tanque de

leche.

Las variables que se descartaron por colinealidad fueron sitio de ordefio y ordefio mecanico en
sala. Las variables evaluadas a nivel de hato relacionadas con la variable respuesta hato positivo
a S. aureus en el analisis de regresion logistica bivariado (p < 0.25) que ingresaron al modelo
final fueron: hatos con mas de 60 vacas en lactancia (OR= 3.89), ordefio mecénico en potrero
(OR=0.41) y hatos que cambiaron el ordefiador en el ultimo mes (OR= 2.39). En relacion a la

variable hato positivo a S. agalactiae que ingresaron al modelo final (p < 0.25) fueron: hatos
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donde el ordefiador era el propietario (OR= 5.6) y ordefio manual en potrero (OR= 6.2) (Tabla 2

y 3).

Tabla 2. Modelo de regresion logistica final evaluando el efecto de las variables significativas (p

< 0.05) sobre hato positivo a S. aureus.

Variable OR ES Valor -P IC 95%

Tamafio de hato

<30 Ref
30-60 2.29 1.04 0.069 0.93-5.61
> 60 3.58 1.99 0.022* 1.20-10.69

Ordefio mecanico en

potrero

Si Ref

No 0.56 0.24 0.19 0.23-1.34
Cambio de

ordefiador el dltimo

mes
No Ref
Si 2.21 1.01 0.082 0.90 -5.45

* Variables estadisticamente significativas (p < 0.05)

Se encontrd asociacion estadistica entre positividad a S. aureus y hatos con mas de 60 vacas en
ordefio. El odds de presentar positividad en tanque para S. aureus fue 3.58 veces mas en hatos
con mas de 60 animales en comparacién con los de menos de 30 (p<0.05). Para hatos positivos a

S. agalactiae se encontré asociacion estadisticamente significativa entre hatos con ordefio
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mecénico en sala 0 en potrero, en comparacion con los que ordefian de forma manual en potrero.
El odds de presentar positividad en tanque para S. agalactiae fue 4.43 veces mas en hatos que no

tenian ordefio manual en potrero en comparacion con los que si (P<0.05) (tablas 2 y 3).

Tabla 3. Modelo de regresion logistica final evaluando el efecto de las variables significativas (p

< 0.05) sobre hato positivo a S. agalactiae.

Variable OR ES Valor —P 1C 95%

El ordefiador es el

propietario
No Ref
Si 4.23 3.45 0.076 0.85-20.9

Ordefio manual en

potrero
Si Ref
No 4.43 2.97 0.027* 1.18 -16.54

* Variables estadisticamente significativas (p < 0.05)

Recuento de células Somaticas (RCS) y Unidades Formadoras de Colonia (UFC)

Para los 148 tanques de leche evaluados se calculé para UFC una media geométrica de 18.100
cel/ml (IC 95% 14.133- 23.180 cel/ml) y una media aritmética de 110.939 (IC 95% 47.893 -
173.985 (cel/ml)). De los 148 hatos evaluados para RCS se obtuvo una media aritmética de
304.400 cel/ml (IC 270.300 — 332.800) y una media geométrica de 255.643 cél/ml (IC 232.7779
- 280.7558.). EI59.5% (88) de los hatos tenian un valor de RCS en tanque < 300.000 cel/ml y el
40.5% (60) > a 300.000 cel/ml. De los hatos positivos a S. aureus se obtuvo una media aritmética

de 404.041 Cel/ml (IC 95% 280.229 - 527.853) y una media geométrica de 342.081 cel/ml (IC
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95% 272.059 - 430.124 cel/ml ). De los hatos negativos a S. aureus se obtuvo una media
aritmética de 281.798 cel/ml (IC 95% 253.334 - 310.261) y una media geométrica de 241.631
cel/ml (1C 95% 218.417 - 267.311 cel/ml ). De los hatos positivos a S. agalactiae se obtuvo una
media aritmética de 496.333 ( -114.453 - 1.107.119 cel/ml) y una media geométrica de 445.688
cel/ ml (IC 95% 98.929 - 2.007.883 cel/ml), de los cuales 100% (2/2) se encontraron con un RCS
> 300.000 ¢/ml. En cuanto a los hatos negativos se calculé una media aritmética de 297.593
cel/ml (1 266.417 - 328.769 cel/ml) y una media geométrica de 252.720 cel/ ml (IC 95% 230.046
277.630 cel/ml). EI 46% (11/24) de los hatos tenian un RCS < 300.000 cel/ml y 54% (13/24) un

RCS >300.000 c¢/ml.
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Discusion
Este es el primer estudio con un disefio basado en comparacidn de proporciones, para evaluar la
asociacion de las précticas de manejo del ordefio a nivel de hato con la prevalencia de S. aureus
y S. agalactiae aislados de tanque de leche, en San Pedro de los Milagros. Esta zona presenta
caracteristicas de produccion muy similares a otras regiones lecheras de Colombia, que la hacen
un buen modelo del sistema de produccion de lecheria especializada para la evaluacion de este
tipo de asociaciones y podria representar lo que esta sucediendo en otras zonas de lecheria

especializada del pais.

Este estudio revel6 una prevalencia en tanque menor para S. agalactiae (8%) en comparacion
con estudios realizados en el departamento de Caldas (Colombia) y en el departamento de
Cordoba en donde se encontraron prevalencias de 42%, 53.3% y 23% (Keefe et al., 2011,
Velasco-Bolafios et al., 2014; Cogollo-Cordero et al., 2016). En investigaciones previas
efectuadas a nivel de cuarto y vaca en la zona del presente estudio, el S. agalactiae ha sido una
de las bacterias con mayor prevalencia (Ramirez et al., 2014), por lo cual la asistencia técnica de
los médicos veterinarios de la zona se ha enfocado al control de este patdgeno lo que pudo
ayudar a reducir su frecuencia a nivel de animal y a su vez en tanque a través del tiempo. La
diferencia entre los resultados de la investigacion realizada en el departamento de Cdrdoba en
comparacion con los ejecutados en lecheria especializada en el departamento de Caldas y
Antioquia, podria deberse a que el clima y el nivel tecnoldgico es en general, mejor en las zonas
de lecheria especializada que en las zonas de tropico bajo. Adicionalmente, la baja prevalencia

reportada puede deberse a que la carga de esta bacteria en los animales disminuye en el tanque
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producto del efecto de dilucion de la muestra tomada. En cualquier, caso estudios internacionales
han revelado que la prevalencia de este patdgeno es muy variable (Riekerink et al., 2006), al
igual que para S. aureus en tanque, en donde se ha encontrado una prevalencia mayor en
Uruguay 96% (n=29) (Peés, 2016), México 30% (n= 224) (Miranda-Morales et al., 2008),
Canada 40% (n= 904) (Olde Riekerink et al., 2010), y en Estados Unidos (Ohio) 69% (n=
213)(Da Costa & Schuenemann, 2016), mientras que un estudio efectuado en Brasil encontr6 un
10.8% (n= 37)(Fagundes, et al., 2010). Esto muestra que existe una gran variabilidad en la
prevalencia de este patdgeno entre paises, lo cual podria deberse a que la transmision se altera de
acuerdo a las condiciones de la zona, de higiene durante el ordefio, practicas de manejo (Jayarao
et al., 2004), y a que S. aureus es un patogeno de dificil control a pesar de la tecnificacion

lograda en algunos paises sobre todo del hemisferio norte.

Es importante resaltar que en este estudio se encontro una prevalencia aparentemente baja de los
patogenos del estudio en comparacion con otras regiones del pais, sin embargo, el aislamiento de
S. aureus y S. agalactiae en tanque evidencia infeccion en uno o mas animales en el hato (Da
Costa & Schuenemann, 2016; Olde Riekerink et al., 2010), lo cual indica que los patdgenos estan
presentes en la zona y en los hatos evaluados, por lo tanto, existe riesgo de transmision y de
diseminacion a los animales sanos, debido a que el reservorio primario son las vacas infectadas
(Keefe, 2012a) y a que S. aureus se transmite de animales infectados a sanos a través de la

maquina o manos del ordefiador (Zadoks et al., 2002).

Debido a que S. aureus y S. agalactiae son patdgenos altamente contagiosos, la medidas de
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control deben enfocarse en la bioseguridad del rebafio con el fin de disminuir nuevas infecciones
(Keefe, 2012b) y por lo tanto, se recomiendan programas de monitoreo regional en tanques de
leche mediante el aislamiento microbiolégico y evaluacion periddica de RCS ya que ambas se
han considerado una herramienta para el productor y el médico veterinario con el fin de
identificar mastitis contagiosa en la poblacion de manera rapida y econdmica (Olde Riekerink et
al., 2010). Estos monitoreos deben ser acompaifiados por el refuerzo de las buenas practicas de

ordefio en los hatos.

Aunque el congelamiento de las muestras a -20°C por un periodo maximo de cuatro semanas
pudiera pensarse como un factor que afecta la tasa de aislamiento de los patdgenos, es importante
anotar que se ha documentado que dicho congelamiento no interfiere con la recuperacion de S.
aureus ni S. agalactiae (Murdough, Deitz, & Pankey, 1996; Petzer et al., 2012; Schukken et al.,
1989). Sin embargo, para descartar cualquier influencia del congelamiento en la tasa de
aislamiento bacteriano, el cultivo de la leche obtenido en el Gltimo muestreo, se efectuo en leche
fresca con resultados similares a los cultivos anteriores realizados con leche descongelada,
adicionalmente, para mejorar la sensibilidad de la prueba se realizaron tres repeticiones de las
muestras de tanque para cultivo microbiolégico en los mismos hatos (Barkema, Schukken, &

Zadoks, 2006; Bartlett et al., 1991; Morin, 2009; Olde Riekerink et al., 2009).

La prevalencia aparente de S. aureus a nivel de hato en cada periodo disminuy6 de 16.2% en el

primer muestreo a 7.4% y 2% en el segundo Yy tercer muestreo. Se presume que la variacién entre

los resultados se debe a que las vacas persistentemente infectadas liberan la bacteria
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intermitentemente, no coincidiendo con el momento de toma de la muestra (Farnsworth, 1993;
Jayarao et al., 2004), ya que la muestra se tomo6 cada dos meses. Ademas, en animales con
estados clinicos de la enfermedad, la leche no se adiciona al tanque por lo que disminuye la
probabilidad de detectar la bacteria en el cultivo (Bartlett et al., 1991) y a que, en hatos con baja
prevalencia, el efecto de dilucion en el tanque disminuye el limite de deteccion de los
organismos en el cultivo bacteriano (Jayarao et al., 2004; Soltau et al., 2017). De lo anterior se
puede decir que si bien es conocido que aislar S. aureus en tanque de leche es un indicador de
infeccion en glandula mamaria, la cantidad de aislamientos no demuestra la severidad del
problema en el hato (Jayarao et al., 2004), por lo tanto los programas de control en hato deben

estar acompafiados por cultivo del cuarto para identificar los animales afectados.

En este estudio se hallo que el 86.5% de los hatos realizan ordefio en potrero y de estos 45% es
mecanico, esto concuerda con lo identificado previamente en la zona (Munera-Bedoya, Cassoli,
Olivera, & Ceron, 2018). Lo anterior evidencia que el ordefio mecanico en potrero es un sistema
vigente en la regidn y que hace parte de la lecheria especializada en el Norte de Antioquia (Arias,
2012; Calderén & Rodriguez, 2008a; Ramirez et al., 2011; Ramirez et al., 2014; Ruiz-Cortés,
Orozco, Rodriguez, Lizarraga, & Olivera, 2012), por lo tanto, es necesario investigar y conocer

los factores de riesgo originados por la implementacion de esta tecnologia en los hatos lecheros.

En este estudio el 12.8% de los hatos contaba con ordefio manual en potrero, en contraste con

estudios efectuados en la zona del Altiplano Norte de Antioquia en donde el ordefio de tipo

manual estaba presente en 81% de los hatos (Ramirez et al., 2014; Ruiz-Cortés et al., 2012). Esto
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podria deberse a que el municipio de San Pedro de los Milagros es uno de los mas tecnificados
de la zona donde el ordefio manual ha sido reemplazado por el ordefio mecanico en sala y en

potrero.

En un estudio previo efectuado en la regidn se encontré que el ordefio manual aumenta el riesgo
de presentacién de mastitis (Ramirez et al., 2011) y estuvo asociado con la infeccion por S.
agalactiae en los cuartos mamarios (Ramirez et al., 2014), en encontraste, en el presente estudio
se encontro asociacion estadisticamente significativa entre hatos positivos a S. agalactiae con
ordefio mecénico en sala y en potrero en comparacion con los que ordefian de forma manual. De
la misma manera, en otros estudios se encontro asociacion entre la ocurrencia de infecciones por
S. agalactiae y la superficie de la pezonera, el nivel de vacio, el lavado regular de la ubre, esto se
debe a que el origen probable de la bacteria son los cuartos infectados (Leelahapongsathon et al.,

2014), y que la maquina de ordefio sea el mecanismo de transmision.

Para la region el promedio de animales en ordefio es de 49.2 animales/dia por hato (Munera-
Bedoya et al., 2018), lo que concuerda con lo encontrado en este estudio para el Municipio de
San Pedro de los Milagros, el 60% de los hatos cuenta con 30 0 menos animales en ordefio.
Basados en esto, se puede afirmar, que la produccion de leche de San Pedro de los Milagros y de
la regidn se debe a predios pequefios (menos de 30 animales en lactancia) y medianos (entre 30 y

60 animales en produccion).

En relacion a la presentacion de mastitis contagiosa en el hato, se ha sugerido una posible
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asociacion entre el tamafio del hato y la enfermedad debido a que los diferentes sistemas de
alojamiento y de ordefio varian segtn el tamafio del mismo (Schewe et al., 2015), en este sentido,
se ha encontrado mayor riesgo de presentacion de S. aureus en hatos grandes, en comparacion
con los pequefios (Mekonnen et al., 2017). Lo anterior concuerda con lo encontrado en esta
investigacion, en donde se encontré mayor riesgo de presentacion de S. aureus en hatos mayores

de 60 animales en ordefo.

Como se ya se menciono la lecheria especializada en este municipio se desarrolla principalmente
por pequefios productores, y la mitad de ellos cuenta con trabajo de tipo familiar (en el 50% de
los hatos el ordefiador era el propietario), esto es importante, ya que se ha demostrado que el
mejoramiento de la calidad higiénica y sanitaria de la leche esta influenciada por la actitud del
ordefiador sobre todo por la implementacion de la rutina de ordefio y la conduccién adecuada de
las vacas al sitio de ordefio con el fin de disminuir la mastitis contagiosa y el RCS (Munera-
Bedoya, Cassoli, Machado, & Cerdn-Mufioz, 2017;Schewe et al., 2015). En este sentido los
autores consideran que la implementacion de las medidas de manejo para la prevencion de la
mastitis en los hatos seria mas factible en los hatos donde el ordefiador es el propietario por la
preocupacion a obtener pérdidas econdmicas debido al impacto de la enfermedad en el hato. Por
otro lado, se ha identificado que uno de los obstaculos en el control de mastitis en hatos grandes
ha sido el manejo de los empleados, ya que en granjas en donde los encuestados aseguran el
estricto cumplimiento de los protocolos y en donde se realizan bonificaciones a los empleados
por disminucion de RCS, fue méas probable encontrar menores RCS en tanque (Schewe et al.,

2015). De esta manera, es importante que el personal del hato implemente y estandarice los
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procesos para disminuir la incidencia de mastitis clinica y subclinica en el hato.

En el presente estudio el despunte y el secado con antibiético al inicio del periodo fue realizado
en la mayoria de los hatos esto puede deberse a que el sistema de produccion lechera en el
Altiplano Norte de Antioquia es especializada, con mayor implementacion tecnoldgica en
comparacion con otros municipios de esa subregion (Vasquez et al., 2014) por lo cual la rutina
de ordefio y los cinco puntos para el control de la mastitis (Smith, 2009), serian practicas

conocidas e implementadas por los productores.

Para evaluar los factores de riesgo de mastitis de tipo contagiosa en el hato valoramos la rutina
de ordefio teniendo en cuenta, entre otros, los cinco puntos para el control establecidos a nivel
mundial (Smith, 2009) y encontramos que en 30.4% de los hatos no se realiza presellado de
forma adecuada y el mantenimiento del equipo fue realizado en 94.6% hatos. Esto demuestra que
a pesar de la especializacion e implementacion tecnologica en la zona aun se ejecuta de forma
ineficaz la rutina de ordefio lo que podria aumentar el riesgo de diseminacion de S. agalactiae y
S. aureus, de animales infectados a sanos en un hato e incluso en la zona, ya que la etapa de
preparacion de la ubre es efectiva en la prevencion de infecciones intramamarias si se realiza

correctamente (Keefe, 2012a; Olde Riekerink et al., 2010)

S. agalactiae y S. aureus se han considerado patdgenos mayores debido a que tienen impacto

sobre la calidad de la leche y el RCS (Jayarao et al., 2004; Keefe, 2012). Un RCS en tanque entre

250.000 cel/ml y 400.000 cel/ml es un indicador de infeccidn por S. aureus en el rebafio (Jayarao

83



et al., 2004), lo que concuerda con lo hallado en este estudio en el cual los hatos positivos a S.

aureus tenfan una media aritmética de 404.000 cel/ml.

Interesantemente se encontré que hatos pequefios tenian en promedio un RCS menor a los hatos
medianos y grandes, sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre grupos, lo
que concuerda con lo encontrado por (Schewe et al., 2015) en el que no hubo asociacion
estadisticamente significativa entre el tamafio del hato y valores de RCS, pero difiere de Jayarao
et al., (2004) en el cual los valores promedios fueron significativamente menores en hatos

grandes.

En contraste con valores de RCS hallados en otras regiones del pais como en el departamento de
Caldas (Velasco-Bolafos et al., 2014), Antioquia (Trujillo et al., 2011) y valores de un estudio
realizado en plantas acopiadoras de leche cruda en varios municipios del pais (Vasquez et al.,
2012), en este estudio se encontraron valores promedios menores. La mayoria de los productores
(59.5%) tenian un RCS en tanque menor de 300.000 cel/ml, lo que podria significar que los
productores estan efectuando un manejo estratégico de la leche de vacas con altos RCS, no
vaciandola al tanque y que, a pesar de tener un aparente valor reducido de RCS, la mastitis de
tipo contagiosa sigue siendo un reto en algunos hatos. Es de anotar que a pesar de que la
normativa colombiana no exige pago obligatorio por bajos RCS, algunas acopiadoras bonifican
valores inferiores a 200.000 cel/ml. Esto garantiza mejor calidad sanitaria y composicional para
transformar los productos lacteos, por lo tanto, mejorar este pardmetro en los hatos ayudaria a

potenciar el nivel de ingresos debido al valor del producto y permitiria mejorar la competitividad
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del sector (Vésquez et al., 2012).

A juzgar por los resultados obtenidos, a pesar de la tecnificacion del Municipio, ain hay
presencia de bacterias de tipo contagioso en la glandula mamaria de las vacas. Lo anterior
verifica que es necesario fortalecer el sector, ya que se cuenta con potencial tecnolégico y
humano para mejorar las practicas establecidas y por ende para disminuir la prevalencia de
bacterias de tipo contagioso a nivel de hato. Esto tiene como fin mejorar la salud de los animales
y la calidad de la leche, los cuales son factores para mejorar la productividad del sector lechero
(Barrios et al., 2013; Vasquez et al., 2012) y en algunos casos mejorar estas condiciones se puede
ver reflejado en bonificaciones por calidad higiénica y composicional de la leche (Jayarao, et al

2004; Barrios et al., 2013).
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Conclusiones
La prevalencia aparente de S. agalactiae (8%) fue menor a lo encontrado en otros estudios
realizados en tanque. Para S. aureus, la prevalencia aparente fue alta (23%) para la region. Se
identificé el ordefio mecanico en sala y en potrero como un factor de riesgo para la presentacion
de S. agalactiae, la presencia de S. aureus en tanque se asocid con hatos con un nimero mayor

de 60 vacas.
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Capitulo 3
Identificacion molecular de factores de virulencia en cepas de Staphylococcus aureus
aisladas de leche de tanque en el municipio de San Pedro de los Milagros, Antioquia,

Colombia
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2Estacion Experimental Agropecuaria Rafaela, Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria, INTA, Rafaela, Santa Fe,
Argentina
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Resumen
Los factores de virulencia expresados por S. aureus en los casos de mastitis bovina le permiten
evadir la barrera celular y humoral del animal y favorecen la adherencia y permanencia en el
tejido mamario. La identificacion molecular de dichos factores ha posibilitado entender el
comportamiento mediante la amplificacion de genes como spa, ya que evaliua la variacion
molecular entre cepas debido a su polimorfismo. Otros genes permiten entender el potencial
patogénico que pueden expresar en el animal. En el presente estudio se evaluaron 34 cepas de S.
aureus aisladas de tanque de leche en el Municipio de San Pedro de los Milagros, Antioquia,
Colombia. La identificacion y la confirmacion se realizaron mediante cultivo microbiologico de
leche y PCR convencional amplificando el gen 23S rARN y nuc. Para la identificacién de los
factores de virulencia se realizé amplificacién por medio de PCR convencional de los genes spa,
clfA, hla, hib, IcaA, IcaD. De las 34 cepas evaluadas, 30 resultaron positivas al gen 23S rARN y
nuc. Todos los factores de virulencia evaluados fueron amplificados en diferentes proporciones

en las 30 cepas, asi Hla y HIb (86.7%), IcaA (93.3%), IcaD (96.7%), Clfa (96.7%) y Spa (100%).
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Se encontraron nueve spa-tipos en las treinta cepas de S. aureus evaluadas. Este estudio revelo
que S. aureus aislado de tanque esta presente en algunos hatos analizados en el presente estudio,
que los aislamientos son variables genéticamente, y que la presencia de factores de virulencia
sugiere alta patogenicidad y transmisibilidad de mastitis entre los animales y hatos de la zona.

Palabras clave: spa-tipos, variabilidad genética, genotipificacion
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Introduccion
Staphylococcus aureus es uno de los principales agentes causales de mastitis bovina de tipo
contagiosa en el mundo (Blowey & Edmondson, 2010; Keefe, 2012; NMC, 1999; Smith, 2009).
Cuando S. aureus se ha establecido en la glandula mamaria, la infeccién en el animal es de dificil
erradicacion, ya que sus factores de virulencia le permiten adherirse y evadir la respuesta celular
y humoral (Blowey & Edmondson, 2010; Camussone & Calvinho, 2013; Keefe, 2012; Morin,

2009; NMC, 1999; Smith, 2009).

De acuerdo a la expresion de factores de virulencia de S. aureus en la glandula mamaria, se
evidencia el potencial virulento y patogénico en el animal (Raimundo et al., 1999). La
identificacion de factores de virulencia en cepas de S. aureus como termonucleasa (nuc), factor
clumping (Clfa), alfa y beta hemolisina (hla-hlb) tienen una importante relacion con la
patogenicidad de la mastitis bovina (Salasia et al.,2004). Los factores de virulencia no estan
presentes en todo el genoma de la bacteria, es decir, solo algunas bacterias poseen la informacion
para expresarlos (Kalorey et al., 2007), por lo cual el desarrollo de mastitis puede estar
relacionado con las caracteristicas y la expresion de combinaciones especificas de factores de
virulencia (Zecconi et al., 2006). Se ha descrito que la variabilidad genética de las cepas se puede
identificar mediante el gen spa (regién X de union a la proteina A), ya que es un gen polimorfico

y puede variar entre cepas de S. aureus (Akineden et al., 2001).

Para optimizar el control de mastitis causada por S. aureus es importante realizar el aislamiento y

la caracterizacion adecuada de las cepas. Para prevenir su propagacion se recomienda realizar
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segregacion de los animales diagnosticados, tratamiento de los casos clinicos durante la
lactancia, terapia antibiotica al final del periodo seco y sacrificio de animales crénicamente
afectados (Hoque et al., 2018). La caracterizacion de las cepas de S. aureus contribuye a
identificar diferentes patrones de infeccidn entre hatos. Esto ha permitido dar a entender que las
cepas difieren debido a clones especializados responsables de la mayoria de casos de mastitis
(Akineden et al., 2001; Stephan et al., 2001). Los patrones de infeccion se han definido por la
variabilidad de la presentacion fenotipica y genotipica de factores de virulencia, un ejemplo de
ellos es la identificacion del gen Spa (region X de union a la proteina A), cuyo tamafio y
presencia puede variar entre cepas (Akineden et al., 2001; Kalorey et al., 2007) debido a que es
polimdrfico, ya que contiene un nimero variable de pequefias repeticiones (Frenay et al., 1996).
Esta caracteristica permite evaluar la variabilidad de las cepas y caracterizarlas, para definir
clones de S. aureus, su virulencia y distribucion geografica (Kalorey et al., 2007). Las cepas

polimdrficas son llamadas Spa-tipos (Frenay et al., 1996).

Los estudios de epidemiologia molecular permiten la identificacion de fuentes de
microepidemias o brotes y de clones con virulencia aumentada entre cepas de patogenos (Frenay
et al., 1996). Ademas, se ha reportado que la presencia, diversidad y variacidn genética de
algunos factores de virulencia se han asociado con la severidad y patogenicidad de la enfermedad
en el animal (Le Maréchal et al., 2011; Zecconi et al., 2006) . De esta manera es importante
entender las caracteristicas genotipicas de las cepas circulantes en las zonas de produccion

lechera en el pais.
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Identificar los factores de virulencia de S. aureus en un area definida, permite evaluar la
distribucion de la prevalencia, la variacion genética de las cepas entre hatos, ademas, la relacion
de la respuesta en el animal (Akineden et al., 2001; Kalorey et al., 2007; Zecconi et al., 2006). Es
asi como la epidemiologia molecular consigue evaluar el comportamiento de la enfermedad y
proporcionar informacién para opciones de control, prevencion y en alguna medida opciones

terapéuticas (Kalorey et al., 2007; Le Maréchal et al., 2011).

Hasta el momento es poco conocida la deteccion y distribucion de los factores de virulencia
presentes en cepas de S. aureus, provenientes de glandula mamaria bovina en Colombia. Por lo
tanto, el objetivo de este estudio fue identificar los principales factores de virulencia presentes en
cepas de S. aureus aisladas de tanques de leche ubicados en el Municipio de San Pedro de los

Milagros, Colombia.
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Materiales y métodos

Muestreo e identificacion microbiolédgica de S. aureus

Se tomaron 148 muestras de tanques de leche de hatos localizados en quince veredas del
Municipio de San Pedro de los Milagros, segun el protocolo indicado por el National Mastitis
Council (NMC, 1999). El cultivo bacteriolégico de leche se realizd en una cabina de
bioseguridad Tipo Il en el Laboratorio de Microbiologia de la Unidad de Diagndstico de la
Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia, para lo cual
se tom6 una muestra de 10 pl de leche con una pipeta calibrada, y se sembro6 en placas con agar
base suplementado con 5% de sangre de cordero con asa de aro estéril. Cada agar fue incubado a
37°C en CO; durante 24 horas. Las muestras que presentaron tres 0 mas colonias diferenciadas
se consideraron contaminadas y se descartaron para el analisis (NMC, 1999; Ramirez et al.,
2014). A las 24 horas de incubacion, las colonias viables se sembraron en agar azida por 12
horas a 37 °C en CO, (Ramirez et al., 2014). A las colonias viables se les realizd tincion de Gram
y prueba de catalasa. Las colonias Gram positivas y catalasa positivas fueron seleccionadas para
la identificacion por medio de pruebas bioguimicas especificas para S. aureus: prueba de manitol
en plato, urea en tubo inclinado, coagulasa en tubo, DNasa en plato (Ramirez et al., 2014). Una
colonia se consideré positiva para S. aureus cuando todas las pruebas mencionadas fueron

positivas.
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Tabla 1. Oligonucle6tidos y programas de termociclador usados para la amplificacion de los genes que

codifican 23S rARN y factores de virulencia de S. aureus.

Oligo- Tamario Programa del
Gen Secuencia (5°-3) Referencia
nucleétido (pb) termociclador®
Staur 4 23S rARN 1250 ACGGAGTTACAAAGGACGAC 1.
Straub, et al 1999
Staur 6 AGCTCAGCCTTAACGAGTAC
CLFA-1 Clumping factor 1000 GGCTTCAGTGCTTGTAGG 2.
Stephan et al., 2001
CLFA-2 TTTTCAGGGTCAATATAAGC
SPA-III Regidn X de la Variable CAAGCACCAAAAGAGGAA 3.
Frenay et al., 1996
SPA-IV proteina A CACCAGGTTTAACGACAT
NucA-1 Termonucleasa 300 GCGATTGATGGTGATACGGTT 4,
Brakstad, et al, 1992
NucA-2 AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC
Hla-1 Alfa hemolisina 535 GGTTTAGCCTGGCCTTC 5. Booth, et al, 2001
Hla-2 CGAACGAGTTCGTGATG
Hlb-1 Beta hemolisina 833 GCCAAAGCCGAATCTAAG 5.
Hlb-2 GCCATGGGATGTATATGC
IcA-1 Operon IcA 1315 CCTAAC TAACGA AAGGTAG 6.
Potter et al., 2009
ICA-2 AAG ATATAG CGATAAGTGC
IcD-1 OperonlcD 381 AAA CGT AAG AGA GGT GG 6.
Potter et al., 2009
IcD-2 GGC AAT ATG ATC AAG ATAC

aDesnaturalizacion inicial: 94°C, 5 min; Extension final: 72°C, 5 min. 35 ciclos 1. (94°C, 40 s; 60°C, 1 min; 72°C, 75 s) 2.
(95°C, 30s; 57°C, 30 s; 72°C, 1 min) 3 (95°C, 30s; 54.1°C, 30seg; 72°C, 1 min); 4. (95°C, 1 min; 60°C, 1 min; 72°C 1 min) 5.
(95°C, 1 min; 54°C, 30 s; 72°C 30s; 72°C 3 min); 6. (95°C, 30 s; 50°C, 30seg; 72°C, 30s) 7. (95°C, 30 s; 55°C, 30seg; 72°C,

30s)

Extraccién de ADN

Cada colonia fue sembrada en agar base suplementada con 5% de sangre de cordero 24 horas

antes de la extraccion de ADN. Para la extraccion del ADN bacteriano se realizo pre incubacion
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de una Unica colonia bacteriana de cultivos frescos de cada aislamiento de S. aureus con lisozima
por una hora en bafio maria a 50°C. Luego se realiz6 extraccion de ADN mediante el kit
comercial InnuPREP® bacteria (Analitik, Jenna) basado en un sistema de extraccion por
columnas de silica. El protocolo se realiz6 segun las indicaciones del fabricante en el Laboratorio
de Biologia Molecular de la Unidad de Diagndéstico de la Facultad de Ciencias Agrarias de la
Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia. Un total de 34 cepas de S. aureus fueron aisladas
e identificadas. Cada cepa aislada proviene de un tanque de leche diferente, por lo que las 34
cepas equivalen a 34 tangques positivos.
PCR

La confirmacion de S. aureus se efectu6 mediante amplificacion por PCR de los genes 23S
rARN y nuc (Tabla 1). Se uso la cepa ATCC 35556 de S. aureus (American Type Culture
Collection, Manassas, Virginia, USA) como control positivo. Se amplificaron también los genes
que codifican para los factores de virulencia de S. aureus, clumping factor (CflA), region X de la
proteina A (spa), Alfa y beta hemolisina (hlA-B), Operon IcA-D (icA-D) (Tabla 1.). Como
controles positivos de estos oligonucledtidos, se usaron cepas de S. aureus identificadas
previamente como poseedoras del gen de interés, las cuales fueron proveidas amablemente por el
Laboratorio de Microbiologia de la Unidad de Diagnostico de la Facultad de Ciencias Agrarias
de la Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia y el Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria, Argentina (INTA), Estacion Experimental Agropecuaria Rafaela. Para la PCR se
utilizd un volumen de reaccion final de 30 pl conteniendo 25 Mm MgCl, 10 Mm de cada
nucle6tido, 10 uM dNTP, 15 U de Taq polimerasa y 2 ul de ADN de cada muestra problema o

control positivo, en un termociclador PTC 200 MJ Research PTC-200® (Bio-Rad Laboratories,
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Inc.USA) (Tabla 1). La presencia y tamafio de los productos amplificados se confirmaron
mediante gel de agarosa al 1.5% usando intercalante Gel red® (Biotium, Inc. Fremont, CA,
USA). Las pruebas para la identificacion del gen 23S rARN se realizaron en la Unidad de
Diagnostico de la Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia, mientras que las demas
pruebas se realizaron en el Laboratorio de Sanidad Animal en la Estacion Experimental
Agropecuaria del INTA, Rafaela, Argentina.
Anélisis estadistico
Los resultados obtenidos se analizaron para estimar proporciones utilizando el Software Excel®

(Microsoft, Redmond, Washington, EE.UU).
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Resultados
Se identificaron 34 aislamientos de S. aureus mediante cultivo microbioldgico, de los cuales 30
se confirmaron positivos para dicho género y especie mediante la amplificacion del gen 23Sr
ARN y nuc. Las 30 cepas confirmadas molecularmente como S. aureus estaban distribuidas en
trece veredas de las quince evaluadas. En las treinta cepas (100%) se encontré el gen que
codifica para la region X de la proteina A (Spa), mientras que los demés genes, Clfa, Hla, Hlb,
IcaA e IcaD se amplificaron con una frecuencia de 96.7, 86.7, 86.7, 93.3 y 96.7%,

respectivamente (Tabla 2).

Tabla 2. Resultados obtenidos de PCR convencional para la identificacion de genes que
codifican para algunos factores de virulencia de S. aureus aislados de leche de tanque en el

municipio de San pedro de los Milagros, Antioquia, Colombia.

Factor de virulencia Presencia % Ausencia%
23S rARN* 88.2 (30) 11.8 (4)
Termonucleasa (nuc)* 88.2 (30) 11.8 (4)
Proteina de union a fibrindgeno (Clfa) 96.7 (29) 3.3(1)

Regidn X de la proteina A (Spa) 100 (30) 0 (0)

Alfa toxina (Hla) 86.7 (26) 13.3 (4)
Beta toxina (HIb) 86.7 (26) 13.3 (4)
Operon de adhesidn intercelular (IcaD) 96.7 (29) 3.3. (1)
Operon de adhesidn intercelular (IcaA) 93.3 (28) 6.7 (2)

*PCR confirmatoria como S. aureus
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La diversidad genética de las cepas se evalué mediante el polimorfismo del gen spa (Regién X
de la proteina A). En las 30 cepas analizadas se encontraron nueve diferentes tamafios de
amplicon asi, 110, 140, 190, 220, 270, 300, 320, 350 y 450 pb. La frecuencia de presentacion de
acuerdo al tamafio fue 140 pb (33.3%), seguido de 190 pb (20%), 350 pb (16.7%), 300 pb (10%),
220 pb (6.7%), 110 pb (3.3%), 270 (3.3%), 320 (3.3%), 450 pb (3.3%). Los nueve spa-tipos
obtenidos se clasificaron mediante nimero romano, de acuerdo al tamafio del amplicon obtenido
(Tabla 3).

Tabla 3. Frecuencia y variabilidad del gen Spa que codifica para Region X de la proteina A en

cepas de S. aureus aisladas de tanques de leche de San Pedro de los Milagros, Antioquia,

Colombia
Tamano amplicon Numero de
Spa-tipo Distribucion (%)
(pb) repeticiones (cepas)

I 110 1 3.3
I 140 10 33.3
Il 190 6 20.0
v 220 2 6.7
\Y 270 1 3.3
Vi 300 3 10

VIl 320 1 3.3

VIl 350 5 16.7
IX 450 1 3.3

Total 30 100
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Discusion
El objetivo de este trabajo fue identificar factores de virulencia de Staphylococcus aureus
aislados de tanques de leche de hatos de San Pedro de los Milagros, Antioquia, Colombia. De las
34 cepas identificadas mediante cultivo microbiolégico, 30 fueron confirmadas por
amplificacién de los genes 23S rARN y termonucleasa (nuc) (Brakstad et al., 1992; Hoque et al.,
2018). Las cepas se confirmaron mediante la amplificacién de los dos genes debido a que se han
reportado aislamientos de S. aureus nuc negativas debido a delecién o mutacién de este gen
(Costa et al., 2005; Pilla et al., 2013). El uso de un gen especifico adicional para la identificacion
de especie ayuda a mejorar la probabilidad de deteccion y la robustez de la prueba (Van
Leeuwen et al. 2008), de esta manera también se amplifico el gen 23S rARN debido a su alta

sensibilidad y especificidad en ADN de S. aureus (Akineden O et al., 2001).

De las cuatros cepas no confirmadas por PCR como S. aureus se puede atribuir a identificacion
erronea, pues se ha reportado similitud bioquimica entre S. aureus y otras cepas coagulasa
positiva con similares caracteristicas fenotipicas, como S. pseudintermedius, S. epidermidis, S.

sciuriy S. hyicus (Pilla et al., 2013; Rajiv et al., 2013).

Una alta proporcion de aislamientos presento el gen clfA (96,7%) lo que concuerda con lo
encontrado en muestras de leche de mastitis clinica y subclinica en bovinos de Colombia,
Argentina, Alemania, y Brasil (Monistero et al., 2018). Sin embargo, difiere de lo encontrado en
Italia, China, Estados Unidos y Sur Africa (Memon et al., 2013; Monistero et al., 2018). El gen

clfA esta relacionado con la adherencia, colonizacion y establecimiento de la infeccion en la ubre
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por lo que puede tener potencial patogenico principalmente frente a mastitis cronicas y
persistentes en el animal (Camussone & Calvinho, 2013b; Kalorey et al., 2007; da Costa et al.,
2014; Monistero et al., 2018). Esto podria sugerir que las cepas encontradas en el presente
estudio tienen el potencial para generar mastitis subclinicas cronicas, pues clfA ha sido,
significativamente mas comun en cepas aisladas de cuartos con RCS mayor a 400.000 cel/ml (da

Costa et al., 2014).

La variabilidad genética entre las cepas, demostrada en la identificacion de los nueve Spa tipos
(Akineden et al., 2001) y la presencia de varios factores de virulencia, podrian indicar que
existen relativamente pocos clones causantes de los casos de mastitis subclinica en San Pedro de
los Milagros, los cuales podria aumentar el recuento de células sométicas (RCS) en casos de
mastitis subclinica causada por cepas de S. aureus del Spa-tipo con mas de 4 repeticiones

(Zecconi, et al. 2006).

En el presente estudio el gen para alfa hemolisina fue identificado en menor proporcion (86.7%)
en comparacion a lo encontrado previamente en Indonesia, Alemania y Suecia (Artursson, et al
2016) en donde el gen hla estuvo en el 100% de las muestras. Se ha reportado que las cepas de S.
aureus que presentan el gen beta hemolisina son mas virulentas en el desarrollo de mastitis
bovina (Larsen et al., 2002), debido a que cepas con la toxina en cultivos in vitro estan
implicadas en ruptura de la membrana del endosoma, lo cual le permite a la bacteria escapar de

la apoptosis celular (Camussone & Calvinho, 2013).
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En este estudio el 86.7% de las cepas de S. aureus presentaron genes para el Operon IcaA e
IcaD. En otros paises como Brasil, ambos genes estaban presentes en el 100% de las cepas de S.
aureus aisladas de muestras de mastitis bovina y todos formaron biopelicula en pruebas
fenotipicas (Salimena et al., 2016). Lo encontrado en este estudio indica que el potencial para la
formacion de biopelicula en glandula mamaria esta presente en las cepas circulantes en la zona,
esto es relevante porque la biopelicula le permite tolerar los mecanismos de defensa a la bacteria
y evita que la terapia antibiotica tenga efecto (Salimena et al., 2016), lo que podria conllevar a

mastitis subclinicas crénicas.
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Conclusion
Staphylococcus aureus esta presente en el 20% de los hatos analizados en el presente estudio, por
lo que es un problema vigente en la produccién de leche. Por otro lado, la genotipificacion de las
cepas evidencid presencia de genes de virulencia con potencial patogénico, encontrandose alta
diversidad molecular en las cepas. Los factores de virulencia identificados han sido relacionados
con adherencia y permanencia de la bacteria en el tejido, por lo que se presume que las cepas de
S. aureus aisladas de tanque de leche en San Pedro de los Milagros, tendrian el potencial de

generar mastitis de tipo subclinicas y cronicas.
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Conclusién general

Es conocido a nivel mundial que la mastitis bovina es la enfermedad mas prevalente y contagiosa
de la lecheria bovina. Asi mismo se ha evaluado la epidemiologia de esta enfermedad
encontrando factores de riesgo que propician la transmision entre animales. Sin embargo, es
necesario conocer los factores de riesgo involucrados en la transmision de patégenos contagiosos
en sistemas de lecheria especializada en paises tropicales como Colombia, con un sistema
productivo basado en pastoreo rotacional con base forrajera kikuyo (Pennisetum clandestinum),
suplementado con concentrado comercial y animales con ndcleo racial Holstein y Jersey,
principalmente. Adicionalmente el tipo de ordefio, es especialmente particular (ordefio manual y
con maquina en potrero o sala de ordefio) en comparacion con lo que se implementa en sistemas
de ganaderia especializada en los paises de Norte América y Europa. Estas condiciones son

similares a los demas municipios de la zona y de otras regiones lecheras del pais.

De esta manera esta es una investigacion probabilistica, realizada en el municipio de San Pedro
de los Milagros, que proporcioné informacion de prevalencia aparente de S. aureus (23%) y S.
agalactiae (8%) a nivel hato, evidenciando que, a pesar de la implementacion tecnolégica y la
instauracion de buenas practicas durante el ordefio, estos dos patdgenos son un problema activo
en el municipio y probablemente en la region. Uno de los hallazgos que consideran los autores
tienen mayor relevancia epidemioldgica es que el ordefio mecanico en sala o en potrero es un
factor de riesgo para la presentacion de S. agalactiae en comparacion con el ordefio manual en
potrero y que se identificdé mayor riesgo de contagio para S. aureus en hatos con menos de 30

animales en produccion. Lo anterior demuestra que es necesario seguir investigando en este
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contexto con el fin de reconocer los factores criticos que propicien el comportamiento de esta
enfermedad en el animal, ya que, como se menciond las condiciones de ordefio y manejo propias
de un pais tropical son variables especificas para el desarrollo de la enfermedad en el hato, esto

con el fin de identificar estrategias de prevencion y control propias de la region.

Evaluar RCS en tanque de leche es una herramienta practica y econémica que puede ayudar al
productor de leche y al veterinario a identificar problemas en el hato para intervenir la poblacién.
Identificar asociacion de un RCS mayor a 300.000 Cel/ml en hatos con menos de 30 animales en
produccion de leche, podria sugerir que es necesario mayor acompafiamiento técnico en los hatos
pequefios para instaurar medidas de control eficaces en una poblacion bovina méas pequefia.
Contradictoriamente S. aureus estuvo asociado con los hatos con mas de 60 animales en
produccién, esto sugiere que es necesario la implementacion de medidas de identificacion
etiologica en el animal, de contencion y control en la poblacion, para disminuir la transmision de
este patdgeno entre animales en hatos grandes y pequefios en la zona. Adicionalmente, seria
importante indagar y asociar estos hallazgos en relacién a la infeccion presente en los cuartos,

como perspectiva para futuras investigaciones.

Los hallazgos genotipicos de las 30 cepas de S. aureus evaluadas, da a entender que estas cepas
tienen caracteristicas virulentas similares entre ellas y que existe variabilidad entre cepas, que
estan circulando entre hatos del municipio. Esto se podria sospecharse por el movimiento de
animales entre hatos. Este estudio indica que todas las cepas aisladas de la zona tienen un alto

porcentaje de factores de virulencia que probablemente ejercen un alto potencial patogénico en la
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glandula mamaria, ya que la expresion fenotipica de factores de virulencia le permitirian

adherirse y permanecer de forma crénica en el tejido mamario.

De esta manera este estudio evidencia la importancia de continuar investigando e indagando

acerca de la epidemiologia de S. aureus y S. agalactiae y lo factores de riesgo entre animales a

nivel de hato para aumentar el conocimiento de la enfermedad en el pais.
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Anexos

Anexo 1.: Encuesta realizada por hato.

Informacion general Cadigo
1. NUmero del cuestionario (0
Altitud Latitud Longitud

Fecha (dia-mes-afio)

Hora toma de muestra: Fecha congelamiento

2. Nombre de predio 2.1 1
Nombre del propietario o0 administrador

Teléfonos

3. Municipio 3L 1
4. Vereda 4.1 1]
5. ¢Cuantas vacas en ordefio tiene al dia | [1] <30  [[2]>30 - <60 [3] >60 51 1]
de hoy?

6. ¢ Cuantos ordefiadores tiene el hato al dia | [1] 1 [2] 2 [3]3 [4]>3 6.1 1]
de hoy?

7. ¢ Cuél es la raza predominante en el [1] Holstein [2] Jersey [3] Otra 71 1]
hato? ¢Cual?

8. ¢Es el propietario el ordefiador? [0] No [1] Si 8.1 1]
9. ¢ Qué tipo de ordefio emplea? [1] Mecanico [2] Manual [3] Ambos 9 1]
10. ¢ Dénde esta ubicado el ordefio? | [1] Potrero [2] Sala [3] Ambos 10.1 1]
Higiene del ordefio

11. ¢Se lavan las manos los ordefiadores antes del ordefio? [0] No [1] Si 1.1 ]
12. ;Se desinfectan los ordefiadores las manos previas al ordefiado | [0] No [1] Si 12.1 1]
de cada vaca?

13. {Qué producto usa para |[1] Clorado |[2]Yodado [3] Otros [4] N/A 13.1 ]
la desinfeccion?

14. ¢ Se lavan las manos los ordefiadores entre vaca y vaca? [0] No [1] Si 14.1 ]
15. ¢ Se usan guantes desechables para cada ordefio? [0] No [1] Si 15.1 ]
16. ¢Lava la ubre antes del ordefio? [0] No [1] Si 16.1 ]
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17. ¢Lava los pezones antes del ordefio? [0] No [1] Si 17.1 1]

18. ¢Qué seca? [1] Ubre [2] Pezones [3] N/A 18.1 1]

19. ¢ Seca individualmente cada pezon? [0] No [1]1Si | [2] N/A 19.1 1]

20. ¢Qué material usa para el [1] Trapo |[2] Periddico [3] Otros [4] N/A 20.1 1]

secado?

21. ¢Realiza descarte de los primeros chorros (despunte)? [0] No [1] Si 21.[ 1]

22. ;Efectta presellado de los pezones? [0] No [1] Si 22.1 1]

23. {Qué producto usa para el [1] Clorado |[2]Yodado [3] Otros [4] N/A 23.1 1]

presellado?

24. ;Cual es la concentracion | [1] Recomendada por |[2]No recomendada por | [3] N/A 24.1 1]

del presellado? el fabricante el fabricante

25. ¢ Cual es el tiempo de contacto del |[1] [2]15-30 [3]1>30seg |[4]N/A |25.] ]

presellado con los pezones? <15 seg seg

26. ¢Seca el producto del presellado? [0] No |[[1]Si |[2] N/A 26. 1]

27. ¢Realiza secado individual del pezon? [0] No |[[1]Si [2] N/A 27.[ 1]

28. ¢Qué material usa para el secado? [1] Trapo [2] [3] Otros | [4] N/A 28.[ 1]

Periodico

29. ¢Efectua sellado de los pezones? [0] No [1] Si 29.1 1

30. ¢ Qué producto usa para el sellado? | [1] [2] [3] Otros | [4] 30.[ 1]
Clorado | Yodado N/A

31. (Cual es la concentracién del [1] Recomendada | [2]No recomendada por |[3] 31.[ 1]

sellado? por el fabricante el fabricante N/A

32. ;Se efectlia mantenimiento del equipo de ordefio? [0] No |[[1]Si [2] N/A 32.[ 1]

33. ¢Cada cuanto se hace el [0] Cada 3 |[1] Cada |[2] Cada [3] No se 33.[ 1]

mantenimiento del equipo? meses 6 meses |afio realiza

34. ;Ordefia de Gltimo las vacas con leche anormal? [0] No [1] Si 4. 1]

35. ¢Dbnde depositan la [1] Para las [[2]Eliminacién en el ambiente [3] Otros 35.[ ]

leche anormal? terneras

36. ¢Se desinfecta las manos después de ordefiar vacas con produccionde |[[0]No [[1]Si [36.[ ]

leche anormal? Ordefio manual

117




37. ¢Existe separacion del sistema de ordefio para la leche | [0] No [1] Si 37.1 1]

anormal? Ordefio mecanico

38. ¢Existe una caneca marcada para depositar la leche [0] No [1] Si 38.[ 1

anormal? Ordefio manual

Instalaciones

39. ¢Existen adecuaciones para el lavado de manos en el area de [0] No [1] Si 39.1 1

ordefio con agua limpia y jabén? (Diferente a las canecas)

Otras variables relacionadas con la mastitis

40. ¢Realizan terapia de secado a las vacas en el ultimo [0] No [1] Si 40.[]

tercio de prefiez?

41. ¢ La terapia de secado la realizan con antibi6tico? [0] No [1] Si 41.1 ]

42. ;Cual es el principio activo mas usado para la terapia de | Principio activo: 42.1 1

secado en el hato?

43. ;Realiza secado selectivo o en sdbana? [1] Selectivo [2] Sabana 43.1]

Bioseguridad

44. ;Las vacas identificadas con alto recuento de células [0] No [1] | [3] N/A 44.1 1

somaticas, son separadas para ordefiar al final? Si

45. (El hato es cerrado o abierto? [1] Cerrado [2] Abierto 45.1 1

46. ;De ddnde ingresan los animales? [1] De otras [2] Del exterior | [3] N/A 46.[]
fincas

47. ;Se hace cuarentena a los bovinos que adquieren? |[0] No [1] Si 47.[]

48. ;Cuantos dias dura la cuarentena? Numero 48.1 ]

49. ;(Existe un area delimitada en el predio para cuarentena? [0] No [1] Si 49.1 1

50. ¢Se realiza alguna prueba de sanidad a los bovinos adquiridos? [0] No [1] Si 50.[ ]

51. ;Qué prueba? Nombrela Numero 51.1 1]

52. ¢Hubo cambio de ordefiador el Gltimo mes? [0] No [1] Si 52.1 1]
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Anexo 2.

Algoritmo procesamiento muestra de leche, cultivo, extracciéon ADN

Dia 1
Descongelamiento y siembra de la muestra

Sacar la muestra de leche (2ml) del congelador y dejarla en una gradilla a temperatura ambiente
por 45 minutos

Marcar los agares (agar sangre y el agar azida) con el codigo de la muestra y la fecha de sembrado

Aclimatar los agares en la incubadora de aire a 32°C

Preparar la camara de flujo

Agitar 50 veces la muestra de leche y verificar que la leche ya esté descongelada

Realizar siembra de la muestra en los dos agares (azida y sangre)

Incubar de 24-36 horas a 37°C
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Dia 2 — Cultivo -

Dividir el agar sangre en 4 partes iguales

Marcar los agares (agar sangre y agar azida) con el codigo de la muestra, la fecha de
sembrado y el consecutivo del repique (R1 o0 R2)

Aclimatar los agares marcados en la incubadora de aire a 37°C

Preparar la camara de flujo

Diferenciar cada colonia fenotipicamente (color y hemdlisis)

Subcultivar cada colonia en la porcion correspondiente de agar

Incubar 24-36 horas a 37°C
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Dia 3

Identificacion microbioldgica

Tincion de Gram a cada colonia

Positivo Negativo
Catalasa Negativo Descarte
Staphyloc CAMP *
Hemolisi :
Esculina*
Coagulas Incubar 4
Bacitraci
Dnasa* Lectura
1: 4 horas
Manitol*
Incubar * Incubar por 24 ha 37 °C
Ureasa*
Lectura
2: 24
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Dia 4
Lectura de pruebas especificas microbiolégica

Pruebas especificas para Streptococcus

Prueba Streptococcus | Streptococcus | Streptococcus | Streptococcus | Enterococcus spp
agalactiae pyogenes uberis dysgalactiae
Bacitracina - /R +/S -/IR -IR -IR
0.04 1U
Factor CAMP + - - - -
Hidrolisis de - - + - +
la Esculina
Crecimiento - - - - +
NaCl 6.5%
Pruebas especificas para Staphylococcus
Prueba Staphylococcus | S. intermedius S. S. S.
aureus epidermidis | haemolyticus | saprophyticus
Coagulasa en + + - - -
tubo
DNAsa + + V V -
Manitol + - - \Y/ \Y/
Urea \Y V + - +
Novobiocina -IS -IS -/S -IS +/R
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Dia 5
Extraccion de ADN

Precalentar bafio Maria a 50 °C

Preparar solucion de lavado, solucion HS, solucién MS y proteinasa K

Sacar los subcultivos (R2) de S. aureus de la incubadora o nevera

Marcar tubos de reaccion (1,5 ml) con el cddigo de cada muestra y aislamiento

Adicionar 200 microlitros de solucion buffer TE a cada tubo de reaccion

Tomar una colonia de cada subcultivo (R2)y depositarla en el tubo de reaccion con buffer TE

Adicionar 15 microlitros de lisozima

Vortex pulsado por 5 segundos

Incubar a 37 °C al menos 1 h

Adicionar 200 microlitros solucién TLS y 25 microlitros de proteina K

Vortex pulsado por 5segundos

Incubar a 50 °C al menos 1 h

Centrifugar 10.000 x g (12.000 rpm) por 1 minuto

Transferir sobrenadante a un tubo de 1.5 ml marcado

Adicionar 400 microlitros TBS

Vortex por 15 segundos

Descartar filtrado

Adicionar el filtro de giro al tubo receptor
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Anfadir la muestra al filtro de giro

Centrifugar 10.000 x g (12.000 rpm) por 2 minutos

- Nuevo tubo receptor- Adicionar 500 microlitros HS

Centrifugar 10.000 x g (12.000 rpm) por 1 minuto

Adicionar 750 microlitros MS

Centrifugar 10.000 x g (12.000 rpm) por 1 minuto

Nuevo tubo receptor - Descartar filtrado -

Adicionar el filtro de giro | tubo receptor

Centrifugar a maxima velocidad por 2 minutos

Poner columna en un tubo de elucién

Adicionar 50- 100 microlitros buffer de elucion

Incubacion temperatura ambiente

Centrifugar a 6000 x g (8000 rpm): 1 minuto

Adicionar 750 microlitros de MS

Congelar a -20°C
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Anexo 3

Resultado consolidado S. aureus: cultivo, PCR

Hato RCS Cultivo 11 Cultivo 2 Cultivo 3 Staurd @ pp  Be g, Clum o by,
toxina toxina factor

1 2560 1 0 0 1 1 1090 1 1 1 1220

4 3240 1 0 0 1 1 1050 1 1 1 1 110

9 2120 1 0 0 1 1 1050 1 1 1 1 19

19 1780 1 0 0 1 1 100 1 1 1 1 19

21 220 1 0 0 1 1 1000 1 1 1 1 19

23 253 1 0 0 1 1 1000 1 1 1 1 140

20 2560 1 0 0 11 1000 1 1 1

40 5720 0 0 1 11 1000 1 1 1

47 2190 1 0 0 1 1 1000 1 1 1

48 5710 1 0 0 1 1 1000 1 1 1

52 1580 O 0 1 10 0 101 1

55 5630 1 0 0 1 1 1000 1 1 1

60 3030 O 1 0 1 1 1000 1 1 1

65 2370 0 1 0 1 1 1000 1 1 1

66 1570 1 0 0 1 1 100 0 1 1

68 3530 1 0 0 1 1 100 1 1 1 1 450

104 219 0 1 0 1 1 1000 0 1 1 1 140

71 451 1 0 0 1 1 1000 0 1 1 1 140

73 3220 0 1 0 1 1 100 0 1 1 1 300

79 234 1 0 0 1 1 150 1 1 1 1 140

80 163 0 1 0 1 1 1050 1 1 1 1 140

84 702 1 0 0 1 1 100 1 1 1 1 140

90 1451 1 1 0 1 0 0 101 1

102 2790 1 0 0 1 1 100 1 1 1

115 9870 1 0 0 1 1 1000 1 0 1

120 335 1 1 0 1 1 1000 1 1 1 1

132 397 0 1 0 1 1 1050 1 1 1 1 140

133 319 1 0 0 1 0 11 1 |1 140

134 212 1 0 0 10 11 1 |1 140

141 3030 1 0 0 10 11 1 |1 22
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