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RESUMEN

ESPINOZA HILARIO FRANCISCO. " Adherencia de cenas de
E. coli a células epiteliales de ductos de aldndula ma-
maria bovina in vitro " ( bajo la direccion de: Rustavo

A. rfarcia Delaado).

La finalidad de este experimento fue comnarar cenas
de E. coli a la nruebade adherencia a células eniteliales
de ductos de glandula mamaria bovina. Se utilizaron 5 cepnas
de E. coli aisladas de mastitis bovina v 2 cenas de otro
oriaen ( osteomilitis de aato e intestino de nerro); los
resultados muestran un baio promedio de adherencia en seis
de las 7 cenas probadas, con nromedio menor a 0.1b bacterias
adheridas por cada célula, mientras aue S. aureus utilizado
como testiao positivo .oresentd un nromedio de 1.2. No
existio diferencia sianificativa en la adherencia entre ce-
pas de E. coli, y el origen de Ta cepa no tuvo imnortancia
en la virulencia de estos microoraanismos a la mastitis.
Concluyvendose aue estas E. coli no mostraron noseer adhesi-
nas nara las células eniteliales !de ductos de alandula mama-

ria bovina.
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ADHERENCIA DE CEPAS DE ESCHERICHIA COLI A CELULAS EPITELIALES

DE DUCTOS DE GLANDULA MAMARIA BOVINA IN VITRO.

INTRODUCCION

La mastitis (inflamacidn de la glandula mamaria), es la en-
fermedad mds comin en el ganado bovino productor de leche, oca-
sionando las mayores pérdidas econdmicas en la industria lechera,
no tan s6lo por la muy importante disminucidén en la produccién,
sino por otras pérdidas tales como: gastos en medicamentos, ser-
vicios veterinarios, diagnéstico de laboratorio y desechos de
animales, entre otras. Se estima que en hatos sin programas de
control contra esta enfermedad, aproximadamente el 50% de las
vacas se encuentran afectadas en la mitad del nimero de sus

‘cuartos (38).

En la mayoria de los cuartos enfermos no es posible detec-
tar la afeccién sin usar pruebas especiales que permitan eva-
luar los cambios fisicos, quimicos o celulares en la leche, de-
bido a que la mayoria de los animales presentan mastitis sub-
clinica v s6lo en un 2% se observa una manifestacidén clinica o
cambios fisicos en la leche que permitan evaluarlos a simple
vista. Sin embargo, las infecciones subclinicas son las que oca-
sionan las mayores pérdidas econdémicas, estimidndose que por cada

cuarto infectado la produccidén lactea se reduce de un 12 a 15%



Existen estudios de campo que demuestran que con el diagnés-
tico oportuno de la mastitis y la implantaci6én de programas de
control adecuados, la produccidon lactea puede aumentar hasta
2,000 kg/vaca/afio, aunque por la complejidad de su etiologia se

dificulta su control (38,40).

La mastitis en la mayoria de los casos se inicia con la pe-
netracidn (invasién) de microorganismos al interior de la glan-
dula mamaria a través del conducto del pezdn, encontrindose con
un medio ambiente favorable para su multiplicacidn (infeccidn)
provocando una respuesta de huésped (inflamacién), la inflama-
cion dependera de la patogenicidad y la capacidad invasora a los
tejidos glandulares por parte del agente etioldgico, ademids de
la susceptibilidad de los tejidos mamarios. Como consecuencia ala
agresidn se pueden observar cambios en la secreci6én lictea, caric-
terizados por alteraciones: fisicas (tales como cambios de color,
presencia de coigulos, éumenig @gfleu¢ocitos, etcétera) y quimi-
cas (disminucién de la grasa, CaseinafyalactOSa, y aumento de giu-

cégeno, suero, proteina, pH’y'cipruros)1(1;4ﬁ}41).

En el tejido glandular se observan cambios morfolégicos como
leucocitosis, codgulos de fibfina, suero, sangre, hiperplasia del
epitelio ductular, exudado purulento y atrofia de los acines

(20,22).

o



Al hablar de mastitis es de gran importancia citar los meca-

nismos de defensa y los factores de susceptibilidad del huésped.

Los mecanismos de defensa pueden ser de 2 tipos (26):

A) Inespecificos: Estos tienen accidn contra diversos micro-

organismos y los podemos dividir en:

1.-

3.-

Fisicos: La barrera del conducto del pezdn, integri-
dad del epitelio, descamacidén del epitelio, lavado
mecdnico a 1la hora del ordefio, dcidos grasos, rose-
tas de fustenberg, y la queratina principalmente

(3,4,44).

Quimicos: Las lacteninas son sustancias con efecto
antibacteriano que comprenden al complemento, liso-
zimas, lactoferrinas y ciertas peroxidasas genera-

das en la leche. Destaca entre las lacteninas la lac-

jtoferriha, que es una proteina que compite con las
‘bacterias por el fierro, y sus niveles se ven aumen-

“tados cuando hay inflamacién de la glindula (43,44).

Las peroxidasas generadas en la leche por la presen-
cia de neutrdéfilos actidian junto con lactoperoxidasas
como xantina oxidasa sobre tiocinato oxidado,resul-
tando altamente inhibitorio para la multiplicacién

de bacterias (34,44).

Celulares: Los leucocitos polimorfonucleares son



de vital importancia en la defensa del organismo contra
cualquier agresién; en la glindula mamaria los leucoci-
tos liberados por 1la irritacidén, ademids de contribuir
a la fagocitosis de microorganismos, juegan un papel im-
portante en la produccién de lactoferrinas adicionales

y peroxidasas lisozimales, con la funcidén ya mencionada
(32,44). Aunque existen estudios donde se demuestra que
los neutréfilos en la glindula mamaria tienen disminuida
su capacidad fagocitica, debido a que también fagocitan
gldébulos de grasa y caseina de la leche, también tienen

menos glucogeno (energia) (34,35).

B) Especificos: Dentro de éstos, bisicamente estan las
inmunoglobulinas (ig) que pueden ser derivadas del suero
sanguineo (IgG e IgM) o producirse localmente (IgA) por
las células plasmiticas localizadas en la submucosa de
la glandula. Su produccién puede estimularse con la in-
munizacidén local, aunque la protecciéﬁ es limitada in-
duciendo la actividad aglutinante eséécifica por IgA e’
IgE y actividad opsonizante por IgA eiIgG. La IgG se
secreta principalmente en el calostrénsiendo la inmuno-
globulina de mayor concentracidn en la leche y calostro
(28,29,33,40). Al querer vacunar contra mastitis para su
control y prevencidn, los resultados serdn de poca uti-

lidad prictica, porque al existimretiolodfa~ tan varia-



da de la mastitis bovina y la baja respuesta inmunolédgica
de la glindula mamaria, no se obtendradn resultados satis-
factorios. No obstante, se ha observado que para las bac-
terias Gram Negativas, por ejemplo E.coli, el mecanismo de
anticuerpo-complemento es mds activo, aunque los resultados

no son concluyentes (4,28,36).

Asi como existen factores de resistencia para mastitis, hay
factores predisponentes para dicha enfermedad, los cuales se pue-

den clasificar de la siguiente manera:

A) Anatdmicos: Relacionado con el tamafio y localizacidn de
las ubres y tetas, (por ejemplo ubres pendulosas, tetas
largas), la falta del tono del meato, ausencia de la
capa de queratina sobre todo al inicio de la lactancia,
aumento en el didmetro en el canal de la teta, hipermas-
tia, malformacid6n de las tetas, defecto en la pigmenta-
cion, malformacidn del aparato locomotor, como defecto

de los aplomos (4,6,7,32,37).

B) Fisioldgicos: Fase de la lactacidén (cuando estdn en el
inicio o en el pico de lactacion son mis susceptibles),
nimero de lactaciones y edad de la vaca en produccidn
(las vacas viejas son mids susceptibles), vacas ordefiadas

en forma incompleta o que no se ordeifien (después del



estro la incidencia aumenta), el aumento en la proteina
en la dieta puede ocasionar aumento en la produccién
lictea, provocando una dilucidn en los factores defen-
sivos, perdiéndose el equilibrio entre las bacterias y

el huésped (3,4,6,18,35,37).

C) Manejo: Este punto tiene mucha relacidén con la higiene
en general de las instalaciones lecheras y en especial
con la sala de ordefio, alojamientos inadecuados, malas
practicas de manejo en la sala de ordefio, tanto en las
vacas como en el equipo de ordefio ya que esto viene a
favorecer la transmisidn de microorganismos entre vaca
y vaca, aumentando asi la incidencia y prevalencia de la

mastitis (4,6,30,35).

Los microorganismos causantes de mastitis son muy variados,

entre ellos: bacterias, hongos y algas (7,17).

Las bacterias son microorganismos que con mayor frecuencia

causan mastitis y entre las mds comunes, estidn Staphylococcus

aureus y Streptococcus agalactiae. Después de estos dos gérme-

nes, la Escherichia coli ocupa un lugar importante entre los agen-

tes etioldgicos de mastitis, siendo la especie mds comiin entre

las bacterias coliformes (25,29).



la Escherichia €oli es un habitante normal de las porciones
inferiores del intestino de todos los vertebrados de sangre ca-
liente, y es mds abundante en animales carnivoros y omnivoros.
Es un microorganismo pequefio de morfologia bacilar, que mide
aproximadamente Z-3,qm de largo por 0.64m de ancho, no forma
esporas y puede ser capsulada, se tifie perfectamente como Gram
negative. Crece facilmente en todos los medios ordinarios a una
temperatura Optima de 37°C (con un rango de 20-44°C) es aerobio
o anaerobio facultativo; las colonias en gelosa son prominentes,
lisas, brillantes, no pigmentados, de contorno circular de 2-3 mm
de didmetro, aunque pueden presentar variaciones considerables de-
pendiendo de las cepas (10,11,19). Para su aislamiento se utiliza
agar MacConkey que es un medio que contiene lactosa y un indica-
dor para la fermentacidn de ésta y asi poder diferenciar de mi-
croorganismos no fermentadores de lactosa, en este medio las co-

lonias crecen con un color rosa caracteristico (10).

Algunas caracteristicas importantes para su identificacidn
son: acidifican y coagulan la leche tornasolada, fermentan la
glucosa y la lactosa produciendo dcido y gas, producen indol en
abundancia, reducen los nitratos, no desarrollan en citrato ni en

urea y la reaccién en voges-proskauer es negativa (10,11,19).

Las cepas de E.coli pueden presentar estructuras antigéni-

cas tales como antigenos 0 (somidticos), H (flagelares) y K (cap-
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sulares) &stas son estructuras muy estudiadas, son bidsicas para
la diferenciaci6én de los serotipos de E.coli. Los antigenos fim-
brales son filamentos cortos situados sobre la superficie de la
bacteria, y tienen gran importancia para la adherencia a las di-

ferentes superficies (10,19).

Las infecciones causadas por E.coli en glidndula mamaria,
tienden a ser graves, proliferan en el tejido mamario, provocando
cambios en la secresion glandular; la infeccidn puede ser en. for-
ma sobreaguda, aguda o cronica. La forma sobreaguda es muy severa
y el cuarto afectado cesa por completo la secresidén liactea y se
obtiene, solamente un liquido seroso. Esta bacteria posee en su
pared una endotoxina que causa cambios en la permeabilidad vascu-
lar y produce edema en la glandula mamaria y aumento de los leu-
cocitos en la leche pudiendo éstos alcanzar niveles hasta de 100
millones/ml, esto produce la leucopenia que el animal presenta en
la fase aguda de la enfermedad; cuando el animal tiene una toxe-
mia por exceso de absorcidén de las endotoxinas el cuadro es mis
severo, caracterizado por: fiebre, escalofrio, temblores muscu-
lares, debilidad (postracidén), diarrea profusa, deshidratacién,
leucopenia seguida de leucocitosis e hipoglucemia principalmente.
Con este cuadro la mortalidad es alta hasta de un 80% (4,7,13,

19,24).

La mastitis por E.coli se presenta con mayor frecuencia en

invierno Yy cuando se establecen programas de control contra los
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gérmenes Gran positivos; ocurre usualmente un poco antes del se-
cado, antes del parto o inmediatamente después del parto; cuando
se presenta postparto puede confundirse con el sindrome de la vaca
echada o paresia parturienta. Se ha observado que vacas secas con
cuartos sanos, desarrollan mastitis por E.coli postparto, suponién-

dose que la infeccidén ocurrid en el periodo seco (3,7,19).

Adherencia bacteriana:

Uno de los mecanismos por los cuales los microorganismos son
capaces de invadir los tejidos del huésped es el de la adherencia,
y el mecanismo dependerd del agente etioldgico y del tejido invo-

lucrado (12,31).

El fendmeno de adherencia involucra una serie de mecanismos
fisicoquimicos complejos que dependen en su mayoria de la este-
reoquimica de la superficie celular en contacto y de diferentes
tipos de adhesinas bacterianas las cuales interaccionan con los
componentes celulares del huésped (37,40,41). Entre estos Ultimos

destacan:

a) De naturaleza proteinica: pili o fimbria y proteinas de
membrana externa.
b) De naturaleza no proteinica: polisacdridos y dcidos lipo-

teicoicos.
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La adhesidn selectiva de microorganismos a células epitelia-
les ha tomado importancia en la patogenia de algunas enfermeda-
des que han sido estudiadas ampliamente, tales como las caries
dentales, infecciones del tracto urinario, infecciones del tracto

digestivo, infecciones vaginales, y otras (2,8,18,23,27,30).

La capacidad de multiplicacidn en los tejidos implica una
interaccién entre células epiteliales del huésped y las bacte-
rias involucradas, observidndose que en algunos casos no se pro-
duce la infeccién si no existe la interaccidn célula-bacteria,
esto lleva a plantear a la adherencia bacteriana como el paso

inicial en el desarrollo de ciertas infecciones (42).

A pesar de existir numerosos estudios sobre adherencia bac-
teriana a las diferentes superficies celulares, los relacionados
con la adherencia a las células epiteliales de ductos y senos

ductulares de la gliandula mamaria son escasos.

Frost (1975) fue quien inicié los estudios que muestran la

adherencia de Staphylococcus aureus y Streptococcus agalactiae,

esta adherencia fue significativa a las células epiteliales de

conductos de la glandula mamaria bovina, mientras que no fue sig-

Este descubrimiento ha tomado importancia en el conocimien-

to de la patogenia de la mastitis bovina, porque estas aos bac-



- 12 -

terias son las mds comunes en la mastitis bovina, reconociéndose
que hay una estrecha relacidn entre la adherencia de S. aureus,

S. agalactiae y la iniciacién de infecciones mamarias (14,15,16).

En 1977, Anderson y col. compararon cepas de E.coli que
poseian el antigeno K 88 con otras cepas que no lo tenian, para
observar su capacidad de adherencia a las células epiteliales de
ductos de glindulas mamarias de vacas y ratones lactantes, y los
resultados fueron negativos a la prueba de adherencia en las dos
cepas de E.coli, por lo que concluyeron que el antigeno K 88 no
fue virulento al epitelio de la glindula mamar;a (2). Este mis-

mo investigador en 1978 demostrd que S. aureus, S. epidermis y

E.coli no se adhieren al epitelio ductular y alveolar de ratones
lactantes, inoculando estos germenes in vivo lo que puede sugerir
que la adherencia de los microorganismos causantes de mastitis

s0lo sucede en ciertas especies (1).

’

Sinchez y col.(39) concluyen que lasadhesinas en forma de
pili tales como K 99 no tienen importancia en la adherencia al
epitelio mamario, ademids encontrd en su trabajos que las E.coli
aisladas no poseian los factores de virulencia que presentan en
otras enfermedades. La seroresistencia fue el Gnico factor que
pudo relacionarse con la virulencia de estas cepas a la glandula
mamaria ya que todas las cepas aisladas de mastitis tuvieron esta

resistencia.



- 13 -

Harper y col. (21) obtuvieron resultados que contrastan con
los obtenidos por Frost y col. y Anderson y col. ya que estos il-
timos encontraron que no existe adherencia en las E.coli a las
células epiteliales de la glandula mamaria y Harper observd una
estrecha relacidén entre dos cepas fimbriadas de E.coli con la
adherencia a las células epiteliales de vacas en lactacién, hallan-
do un alto porcentaje de adherencia a las células epiteliales de
la glindula mamaria bovina. Esto sugiere que la presencia de fim-
bria en las cepas de E.coli es importante en la adherencia y en

la patogenia de la mastitis.

Se ha tratado de determinar el mecanismo por el cual se lleva
a cabo la adherencia en la glindula mamaria bovina, pero no Se

tienen resultados concluyentes (9,45).

A pesar de existir trabajos sobre adherencia de E.coli a las
células epiteliales de ductos de glindula mamaria éstos sdlo han
utilizado una sola cepa de E.coli y han usado sélo una o dos va-'
cas para sus experimentos; no se han realizado trabajos donde se
comparen con esta técnica cepas de E.coli aisladas de mastitis,

con cepas de diferente fuente.

El objetivo del presente trabajo fue comparar la capacidad de
de adherencia de las cepas de E.coli aisladas de mastitis, con ce-
pas de E.coli de otra fuente a las células epiteliales de ductos

de glindula mamaria bovina in vitro.
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MATERIAL Y METODOS

Este trabajo se realizd en el Departamento de Bacteriologia
de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM.
Las técnicas son una variacidén de las descritas por Frost, Frost
y col. Bramley, Harper y col., Wanasinghe, Martinez y Rubio, so-
bre adherencia bacteriana a células epiteliales de ductos de glin-

dula mamaria (9,14,15,16,21,30,37,45,46).

CELULAS

30 glandulas mamarias de vacas que no estaban en produccidén y cli-
nicamente sanas recién sacrificadas en el rastro de Ferreria. Den-
tro de las primeras 4 h. después del sacrificio se disecan las
glandulas para exponer los senos de la teta (ST) y senos lacti-
feros (SL) y se lavan con 50 ml. de solucidén amortiguadora de fos-
fatos (SAF) pH 7.4 a 7.6 al 0.1 M. Posteriormente se realizd un
cepillado enérgico de los senos, con un cepillo dental fino (10
veces en forma unidireccional) para obtener las células epitelia-
les.

Suspensidén de las células en 10 ml de SAF lavidndolas 3 veces por
centrifugacién a 551 X g durante 10' a 4°C.

Se toma 100 mcl. v se resuspenden en 1 ml. de SFB, formando 7 lo-

tes celulares por cada vaca.

PRUEBA DE ADHEPENCIA
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MICPOORGANISMOS

Se utilizaron / cepas de Escherichia coli de Tas cuales

5 fueron aisladas de mastitis, identificadas por el Denarta-
mento de Bacteriologia como: B85-29, B8%»-113, B85-239, B85-240,
y BB5- 465. Las dos E. coli de otro origen fueron B85-538 ais-
lada de osteomielitis en un aato y la B85-599 aislada del in-
testino de un perro con gastroenteritis. Se utilizo como con-
trol la cepa de S. aureus B82-195 cuya adherencia fue nrobada
previamente (37).

Las cepas de E. coli se resembraron en aqar MacConkey,

de donde tomd aproximadamente media colonia y se susnendid en
SAF oH 7.2, 0.1M., estéril, con el fin de estandarizar el ni-
mero de bacterias en comnaracion con el 0.5 del nefelometro
de MacFarland. 100 microlitros de esta suspension se deposi-
taron en 3 ml de caldo tripticasa soya (TSB) por 24 h. a 37°C
en bafio maria con agitacion constante.

50 mc1. de este cultivo se denositaron en 3 ml de TSB
contenidos en tubos para el espectrofotdémetro, se incuban en
bafio maria a 37°C con aaitacidn constante, se midieron cada
30 min. con el espectrofotometro a 620 nanémetros hasta obte-
ner la fase logaritmica de cada cena, repitiendo el nroceso

nor 3 veces.
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Con el valor a la mitad de la fase logaritmica de cada

cepa bacteriana se hacen

depositando 4 gotas ( 20

cubaron por 24'h. a 37°C

ras de colonias (u.f.c.)

u.

f.c.

Se ajustaron las 7

de cada cepa.

diluciones decimales ( fiqura 1,3 y 4),
mcl. c/u.) en agar MacConkey, se in-
para determinar las unidades formado-

de cada dilucion.

cepas obteniendo abroximadamente 104

PRUEBA DE ADHERENCIA.
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PRUEBA Dt ADHERENCIA

L]
BACTERIAS CELULAS
10 mc1. de la dilucidn de 1 ml de 1a suspensidn celular
c/u de las 7 diferentes a una concentracion aproxima-
cepas se mezclaron con las da de 103

células de cada vaca

\

Mezcla y centrifuqacion a 45 rpm,
durante 30 min.

lavado de estas mezclas centrifuaan-
do a 120 x q durante 10 min.

20 mc1. de las mezclas se depnosita-
ron en un portaobjetos haciendo

un frotis, se seco al aire libre y
se fijo por ligero calentamiento,

para despues tediirlo con Rram.

Las observaciones de las nreparaciones se hicieron en
el microscopio con el objetivo 100x, contando al azar el numero

de microorqanismos adheridos a 50 células.
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RESULTADOS
Los resultados se muestran en los cuadros 1,2, y 3 y en la

figura 2, donde se puede observar el bajo porcentaje de adherencia

al azar que presentan las cepas de Escherichia coli a 50 células

epiteliales de ductos de gliandula mamaria bovina.

El cuadro 1 estd basado en promedio de microorganismos adhe-
ridos a 50 células epiteliales por cada vaca; las 5 primeras ce-
pas de E. coli fueron aisladas de mastitis bovina, en las cuales
resalta la cepa B85-240 que presenta el promedio mids alto de
adherencia (0.14) y la cepa B-85-29 con el promedio mids bajo
(0.02); de las dos Gltimas cepas de E.coli que servirian como
testigos, la cepa B85 -599 presentd un bajo promedio de adheren-
cia (0.02) y la cepa B85-538 no presentd adherencia. También se
puede observar que la cepa B85-465 se adhiri6é al mayor nimero de
vacas. Para una mejor visidn de estos resultados se puede obser-

var la figura 2.

En el cuadro 2 se presenta la comparacién individual entre
vacas a la prueba de adherencia, observando el porcentaje de
células que presentaron adherencia por cada vaca y cada cepa,
se observa que hubo vacas a las cuales se leadhirieron 2 cepas
y a otras s6lo una cepa, ademds, de 30 vacas probadas sélo en 9

’

vacas hubo adherencia.

En el cuadro 3 se presentan los resultados de la prueba de



adherencia, enlistando todas las cepas aue presentaron adheren-

cia.

En el cuadro 4 se muestra el porcentaje de adherencia que
presentaron 1las diferentes cepas de E. coli probadas, donde
los rrsnultados fueron analizados por medio “e la prueba de
hiptesis ( Z ). <ce encontro que no existio diferencia siqni-

ficativa entre estas cepas.
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DISCUSION

Es importante mencionar que hasta donde se sabe éste es el

primer trabajo de adherencia de Escherichia coli a células epi-

teliales de ductos de glindula mamaria bovina in vitro, donde se
prueban 7 cepas de E. coli con 30 vacas, (comparando 5 cepas ais-
ladas de mastitis bovina con 2 cepas de otro origen a la prueba

de adherencia); porque investigadores como Frost y col., Anderson
y col., Harper y col., y Wanasinghe han trabajado con E.coli a

la prueba de adherencia a estas células epiteliales y han utili-
zado un nimero mids reducido de microorganismos (1,2, 6 3) y de

vacas (4-6), (1,2,15,16,21,46).

Los resultados encontrados sugieren descartar una ma-
yor adherencia de las E.coli provenientes de mastitis en relacién
con las de otro origen y apoyan lo resultados obtenidos por Frost,
Frost y col., Wanasinghe y Anderson los dos primeros con vacas
in vitro y el Gltimo con ratones lactantes in vivo, eqspntrando un
bajo indice de adherencia de las E.coli (7 microorganismos en pro-
medio) y concluyeron que las E.coli no tienen adherencia para las
células epiteliales de ductos de glindula mamaria bovina, como

si la poseen Staphylococcus aureus y Streptococcus agalactiae que

presentan un alto indice de adherencia a estas células epitelia-
les (1,15,46). Esto coincide con los hallazgos de Winberg, al su-
poner que ciertos microorganismos presentan tropismo a ciertos te-

jidos, como es el caso de las E.coli, que para causar infeccidn
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en el intestino delgado de lechones y al tracto urinario en huma-
nos se vale por el mecanismo de adherencia. Parece ser que en el
caso de la glindula mamaria en la infeccidn por E.coli la adheren-

cia no juega un papel importante (47).

Es importante mencionar que estos resultados contrastan con
los obtenidos por Harper y col. los cuales mencionan haber en-
contrado un alto indice de adherencia de dos cepas de E.coli
fimbradas y probablemente la presencia de fimbrias en estas ce-
pas sea la responsable de este indice de adherencia, sin embargo

no se menciona la procedencia de las cepas (21).

El bajo promedio de adherencia, tanto en las cepas aisladas
de mastitis como de las cepas de otro origen se puede considerar
como ocasional, si se compara con el presentado por S. aureus
aqui probado (figura 2), por lo que se supone que posiblemente
en las E.coli el fendmeno de adherencia no tenga importancia en

la patogenia de la mastitis.

Debe aclararse que este experimento se llevdo a cabo bajo
limitaciones, tales como: trabajar con glindulas provenientes
de vacas secas ya que son animales para al matadero; no se pudo
determinar la presencia de fimbrias de las cepas probadas; cuan-
do se realiz6 la mezcla de bacterias y células para centrifugar-
se lo ideal era hacerlo a 45 rpm y a 37°C, pero no fue posible

tener un control total de esto por carencia del equipo apropiado.
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Pyesto aue el andlisis estadistico de los resulta-
( cuadro 4 ) muestra bajo norcentaie de adherencia se

rechaza la hip6tesis oue en este trabajo se nlantea,
va aue se esperaba encontrar mavor adherencia en las
cenas de £. coli aisladas de mastitis en relacion a las

de ntro oriaen.
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Ticrura 1. Pramedio de las curvas de crecimiento de las 7 cemas de E. coli
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Promedio de adherencia

0.5 1

Ficqura 2. Promedio de adherencia de E. coli aisladas de mastitis(m), testigos(t) y S. aureus
a células epiteliales de ductos de gldndula mamaria bovina.
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- ILa cepa de E.coli B85:5382 no presentd acherencia.
- S. awreus Sol0 se probb con células de seis vacas.




Fiqura 3. Curvas de crecimiento de E. coli aisladas de masf:itis bovina (m).
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miqura 4. Curvas de crecimiento de cenas de F. coli aisladas de mastitis bovina(m), osteomilitis en un
qato(t?®) v de un intestino de un canino (ti).
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Cuadro 1: Cepas de E.coli y S.aureus
que presentaron adherencia a 50 células
epiteliales de ductos de glindula mamaria
bovina in vitro

No. de % de cé- Promedio No.de 1la
microorga- Jlulas a de adhe- vaca a
Cepas nismos las que rencia la que
de adheridos hubo adhe- hubo
E.coli a 50 célu- rencia adheren-
las. cia
B85:239 6 12 0.12 19
5 10 0.10 12
3 6 0.06 26
2 4 0.04 3
B85:465 6 12 0.12 12
2 4 0.04 11
1 2 0.02 26
1 2 0.02 18
1 2 0.02 27
B85:240 7 14 0.14 9
B85:113 3 6 0.06 18
B85: 29 1 2 0.02 9
B85:599 1 2 0.02 6
S. aureus
B82:195 60 120 1.2 *
* Este microorganismo se probé con un total de 6 vacas

La cepa B85:538 de E.coli no presenté adherencia.




vacas a las que existid adherencia de

- 36F

Cuadro 2: Comparacién individual de

E. coli
Vaca No. de % de células Cepas
microorganismos enlas que adheridas
adheridos a 50 existid
células adherencia
12 6 12 B85:465
5 10 B85:239
9 7 14 B85:240
1 2 B85: 29
19 6 12 B85:239
26 3 6 B85:239
1 2 B85:465
18 3 6 B85:113
1 2 B85:465
11 1 2 B85:465
3 2 4 B85:239 |
27 1 2 B85:265 l
6 1 2 B85:599 i
otras
21 vacas 0 0 ninguna




Cuadro 3. Adherencia de E. coli aisladas de mastitis(m),
testigos(t) v de S. aureus a C&lUlas epiteliales de ductos
de al&ndula mamarIa bovina in vitro.

Escherichia coli S. aureus
B85:465(m) B85:239 (m) B85:240(m) B85:113 (m) B85:29 (m) R85:599 (t) BF2:

vaca | N° X Na ¥ Ne X Ne X Ne ¥ R2 X Na X

3 2 0.04

6 1 0.02

9 7 0.14 1 0.02

11 2 0.04

12 6 0.12 5 0.10

18 1 0.02 3 0.06

19 1 0.02 6 0.12

26 1 0.02 3 0.06

27 1 0.02

*

1 60 1.2
2 65 1.3
3 55 .91
4 70 1.4
5 45 .90
6 65 1.3

* Las otras 21 vacas no nresentaron adherencia

Nota: -La ceva de E.coli B85:538 no presento adherencia.

—

S.aureus fue nrobado con 6 vacas diferentes a las primeras 30 probadas.




- 38 -

Cuadro 4: Porcentaje de adherencia de

las cepas de E. coli.

Cenas %
B85:465 20
B85:239 13
B85:240 3
B85:113 3

. B85: 29 3

!

B85:599 3
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