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Resumen

La mastitis bovina es una enfermedad infecto-contagiosa de la glandula mamaria que
produce inflamacion como respuesta a la invasion, a través del canal del pezén por
diferentes tipos de bacterias. Uno de los agentes patégenos infecciosos que induce
mastitis mas severa en la vaca es el Staphylococcus aureus, responsable de mas
del 90 % de los casos clinicos y subclinicos. Esta bacteria grampositiva es de dificil
control debido a la ausencia de Buenas Practicas Ganaderas BPG en algunas fincas.
Este articulo presenta los resultados de un proyecto en el que se calculd prevalencia
de Staphylococcus aureus por el método de PCR a 150 vacas con manifestaciones
clinicas, pertenecientes a cuatro hatos ganaderos especializados en lecheria del
municipio de Campoalegre-Huila. El resultado de la prevalencia arrojo 129 casos
positivos a la bacteria, es decir, el 86 % del total de la muestra. El articulo concluye
gue la identificacion oportuna de la bacteria en las fincas ganaderas permite realizar
un tratamiento de la mastitis a tiempo, con el antibidtico especifico para el patégeno,
logrando la disminucién de la enfermedad y aumentando la calidad y cantidad de leche.
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Abstract

Bovine mastitisis an infectious-contagious disease of the mammary gland that produces
inflammation in response to invasion through the nipple canal by different types of
bacteria. One of the infectious pathogens that induces the most severe mastitis in cows
is Staphylococcus aureus, responsible for more than 90% of clinical and subclinical
cases. This gram-positive bacteria is difficult to control due to the absence of Good
Livestock Practices BPG on some farms. This article presents the results of a project in
which the prevalence of Staphylococcus aureus was calculated by the PCR method in
150 cows with clinical manifestations, belonging to four cattle herds specialized in dairy
in the municipality of Campoalegre-Huila. The prevalence result yielded 129 positive
cases for the bacteria, that is, 86% of the total sample. The article concludes that the
timely identification of the bacteria in livestock farms allows a treatment of mastitis in
time, with the specific antibiotic for the pathogen, achieving a decrease in the disease
and increasing the quality and quantity of milk.
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Introduccion

La mastitis bovina se puede identificar
gracias a la presencia de cinco sintomas
caracteristicos: Eritema, calor, hinchazén, dolor
y pérdida funcional de la glandula mamaria de
la vaca. Es la enfermedad infecto-contagiosa
mas costosa y comun del ganado lechero y se
adecua de forma endémica en distintos lugares
del planeta (Philpot et al, 2001) (Calderén
et al, 2008). Las mastitis contagiosas son
producidas por la bacteria Staphylococcus
aureus (Philpot et al,, 2001). Existen varios
tipos de mastitis provocadas por la bacteria S.
agalactiae que son de facil manejo y se pueden
mitigar en la finca (Keefe et al., 2010). Sin
embargo, las mastitis producidas por S. aureus
son tratadas con antibidticos a través de un
procedimiento mucho mas agresivo debido a
Su gran resistencia antimicrobiana (Russi et
al., 2008) (San Martin et al.,, 2002) ocasionada
por la facilidad con la que produce biopelicula
(Cucarella et al., 2001). La infeccion del S.
aureus se reflere a su adhesion intercelular
(Cucarella et al.,, 2001) y su desarrollo abarca
las células epiteliales y fagos de la ubre de la
vaca (Cucarella et al,, 2001) (Melchior et al.,
2006). De igual forma, esta infeccion llega a
desarrollar en algunos casos fibrosis y micro-
abscesos que limitan la entrada de agentes
bactericidas y bacteriostaticos (Loeza et
al, 2010). Este conjunto de sintomas puede
generar mastitis cronicas periddicas y, cuando
son agudas, suelen aparecer recaidas después
de efectuar tratamiento (Sharma et al., 2010).
La prevencion, diagnostico y tratamiento
adecuados de la bacteria S. aureus resulta de
gran importancia dentro del plan de Buenas
Practicas Ganaderas (BPG) en las fincas
especializadas en lecheria. Estos procesos
involucran el analisis de las practicas de ordefio,
corrigiendo el uso de preselladoresy selladores,
enfatizando en el uso de guantes adecuados

para el ordefo por parte del mayordomo o del
personal encargado del procedimiento (Keefe
et al, 2010), al tiempo que se planifique el
orden de los bovinos para el ordefio, dejando
de dltimas las que presenten un diagnostico
positivo a S. aureus, planteando la opcién de
descartarlas de la finca.

La mastitis es una de las patologias
mas costosas en la industria pecuaria
porque ocasiona pérdida de leche, gastos en
medicamentos y servicios veterinarios, y la
reduccion del tiempo de vida productiva de los
animales (Koskinen et al., 2009).

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

Esta investigacion fue desarrollada en
fincas del municipio de Campoalegre-Huila,
vereda Llano Sur, ubicadas a 525 M.S.N.M., con
temperatura promedio de 28 C°, precipitacion
de 113 mm., humedad relativa promedio de
77%, con zona de vida bosque seco tropical.
La locacion esta ubicada entre 2°31" y 2° 477
latitud norte, y entre 75°12"y 75°26" de longitud
oeste, segun las coordenadas geograficas del
Instituto Geografico Agustin Codazzi.

Protocolo a desarrollar

Para medir la sensibilidad vy la
especificidad de la PCR para el S. aureus en
muestras de leche provenientes de vacas de
las diferentes fincas de Campoalegre-Huila, se
tomaron dos muestras de leche por vaca en
una muestra de 150 vacas. Es decir, se tomaron
150 muestras de leche, con dos observaciones
cada una, tales que ambas muestras provienen
de los mismos 150 especimenes y cada
espécimen participa solo una vez en cada
muestra. La primera muestra se utilizd para
el cultivo y aislamiento, en agar sangre y la
tipificacion con pruebas bioquimicas: Catalasa
positiva, coagulasa positiva, oxidasa negativa,
y prueba de descarboxilacion de la ornitina
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negativa. La segunda muestra se utilizo para el
diagndstico molecular por PCR. La extraccion
del DNA de las muestras recolectadas de leche
se realizo a través el kit de DNeasy® Tissue de
QIAGEN. La guia de columnas a partir de tejidos
celulares fue elaborada segun las instrucciones
descritas por el fabricante.

El protocolo de PCR desarrollado
por Cremonesi et al. (2006), amplifica una
region especifica del genoma del DNA que
corresponde al gen 16SrRNA. Fueron utilizadas
las siguientes secuencias de nucledtidos como
cebadores: F 5" AGC TGT GGA TTG TCC TTT
GG 3y R 5 TCG CTC GCT CAC CTT AGAA 3
para obtener un amplificado de 499 pb.

El volumen final de la PCR fue de 25 pL
gue contenia 200 ng de DNA extraido, buffer
1X, MgCI2 1.5 mM, TU de Taqg polimerasa
Fermentas®, dNTPS 0,2 mM, cebadores
0.25 pM. La metodologia se ejecutd en un
termociclador Veriti96-ell. Las condiciones para
la PCR fueron 5 minutos de precalentamiento a
96°C., seguido de 34 ciclos compuestos de un
minuto de desnaturalizacion a 96°C., un minuto
de anillamiento de los cebadores a 55°C., un
minuto de extension a 74°C. y una extension
final de diez minutos a 74°C.

Las verificaciones de los resultados de
la PCR fueron visualizadas en gel de agarosa
al 2%, tefido con 0.3 pg/ml de bromuro de
etidio, corrido a 120 voltios durante 30 minutos
y visualizado bajo luz ultravioleta. Se utilizd
un marcador de peso molecular de 50 pb del
Laboratorio Molecular Bio Laboratory®.

La metodologia estadistica
implementada fue un doble ciego a través de
una tabla de contingencia de 2 x 2, verificando
los resultados de la prueba de cultivo
microbiolégico (como prueba fundamental)
con los resultados de la PCR. Para el analisis
de sensibilidad y especificidad se empled el
programa SPSS.

RESULTADOS Y DISCUSION

A partir de las 150 vacas estudiadas,
afectadas con mastitis y cultivadas, se obtuvo
crecimiento microbioldgico en 98 de ellas
con la bacteria Staphylococcus (Tabla 1). La
prevalencia de Staphylococcus aureus arrojo
129 casos positivos que representan un
porcentaje del 86 % de la muestra.

Tabla 1. Cantidad de muestras de leche
recolectadas en hatos de Campoalegre- Huila, con
mastitis clinica que amplificaron el fragmento de
499 pb. por PCR, comparadas con el resultado del
cultivo microbioldgico de Staphylococcus.

PCR | Cultivo

microbioldgico

Crecimiento de Sin

- Total

Staphylococcus | crecimiento
AMPLIFICA 98 31 129
NO
AMPLIFICA ! 20 21
TOTAL 99 51 150

La Figura 1 presenta la interfaz del marcador
de peso molecular verificando la amplificacion
de las cepas de S. aureus. Ademas, se puede
observar el marcador de peso molecular, el
control negativo, la cepa ATCCC 29213, y
las muestras a analizar. Todas las muestras
amplificaron el fragmento de 499 pb con
el cebador F 5" AGC TGT GGA TTG TCC TTT
GG 3'y R 5" TCG CTC GCT CAC CTT AGA A
3'. A continuacion, una foto de un gel con 10
muestras de DNA extraido de las leches de
bovinos con signos clinicos de mastitis.
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Figura 1. El carril 1 muestra el marcador de
peso molecular de 50 pb de Molecular Bio
Laboratory® (rango molecular 50-1000 bp).
El carril 2 muestra el control negativo que es
mezcla para PCR sin DNA. El carril 3 contiene
productos de 499 pb amplificado, de las cepas
ATCC 29213. El carril 4 sin muestra. Los carriles
56, 78 9 10, 11,12, 13,y 14 son cepas de
S. aureus aisladas e identificadas por cultivo
microbioldgico de muestras de leche de vacas
con signos clinicos de mastitis.

La técnica de extraccion del DNA de
muestras de leche, usando el kit de DNeasy®
Tissue de Qiagen, contribuye a producir DNA
de buena calidad que logra amplificar la
banda esperada sin inconvenientes. Ercolini
et al. (2004) afirman que, previo al proceso
de extraccion de DNA, deberia fortalecerse
la muestra de leche con una preincubacion
para elevar la unidad formadora de colonias.

Ademas proponen una extraccion eficiente
del DNA a través de la metodologia de fenol-
cloroformo (Cremonesi et al., 2006) (Poutou
et al,, 2005). En la presente investigacion, la
metodologia de extraccion de DNA utilizada
fue determinante en el posterior analisis. Una
de las conclusiones es que los cebadores en
cepas de cultivo puro tienen un 98% o 99% de
amplificacion.

Abu et al. (1998) demostraron que la
PCR es una forma eficiente de identificacion
de bacterias, pero resulta determinante si a la
par se realizan cultivos microbioldgicos de la
especie a identificar. Los resultados obtenidos
en la investigacion demuestran la existencia de
alta especificidad en concordancia con otros
trabajos (Ramesh et al., 2002).

La identificacion oportuna de bacterias
en fincas ganaderas contribuye a un
tratamiento oportuno de la mastitis a través
del antibidtico especifico para el patégeno. En
ultima instancia esto repercute en la salud y
productividad de los bovinos en la finca.

Finalmente, este estudid encuentra
necesaria la inversion de mas recursos vy
esfuerzo en investigacion que ayuden a
identificar la prevalencia de la enfermedad
ocasionada por el incumplimiento de las
Buenas Practicas Ganaderas (BPG), ya que
este es un factor de riesgo que podria estar
afectando significativamente la calidad de los
productos lacteos en la region.
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