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RESUMEN

MARTINEZ PENICHE, CLAUDIA REGINA. Efecto de la variacidn indi
vidual sobre la prueba de adherencia in vitro entre una cepa

de Streptococcus agalactiae y células epiteliales del seno

lactifero de ylandula mamaria bovina (bajo-la direccidn de:

Gustavo Adolfo Garcia Delgado).

Con el fin de detectar variaciones de susceptibilidad a la

prueba de adherencia in vitro de una cepa de Streptococcus

agalactiae a células epiteliales del conducto de ¢glandula ma

maria bovina, se realizd un experimento con vacas de rastro
en el que fueron involucradas ciertas técnicas como la reco
leccidn de células epiteliales y curvas de crecimiento de bac
terias. Se trabajd con 20 muestras de bovinos criollos no lac
tantes y 10 muestras de bovinos Holstein lactantes, una cepa

de Streptococcus agalactiae como bacteria problema y una ce

pa de E. coli como testigo negativo. Las cé&lulas y bacterias

fueron puestas en contacto y los resultados indican gue exis
te adherencia bacteriana especifica a las- superficies celula
res y gue existen variaciones individuales a la prueba de

adherencia in vitro.
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INTRODUCCION.
Uno de los problemas mas importantes al’ que debemos

enfrentarnos en la actualidad, es el problema de la alimenta
cidn. Cada dia se plantea mads la necesidad de producir alimen
tos qgue no requieran de un alto costo, por un lado, y gue con
tengan los requerimentos nutricionales necesarios, por el otro.

En este sentido, la leche de los mamiferos es unica,
ya gue posee todos los elementos necesarios para la nutricidn
durante los primeros meses de edad (26). '

Siendo la produccidn lactea en México insuficiente,
el M&dico Veterinario se enfrenta a la importante responsabili
dad de hacer posible la produccidn de leche en mayor cantidad
y calidad (26). Una de las maneras de loyrar ésto, es reducien
do las infecciones por microorganismos causantes de mastitis.

La mastitis es una de las enfermedades mas importan
tes a las que debe enfrentarse la industria lechera en térmi
nos econdmicos, debido no solo a'las pérdidas ocasionadas por
la disminucidn en la produccidn, sino tambien a las pérdidas
debidas a gastos en medicamentos, diagndostico de laboratorio y
desecho de ganado (13,27).

' Por otro lado, el consumo de leche de vacas con mas
titis representa un peligro para la salud del hombre (27).

El término mastitis se utiliza para denominar a la
inflamacion de la glandula mamaria que se caracteriza por cam
bios quimicos, fisicos y bacterioldgicos de la leche y una ba
ja en la produccidén de ésta (3,7).

Siendo una enfermedad de distribucidn mundial, la
mastitis es ademas una enfermedad compleja tanto en efiologia
comoc en su duracidn, presentacidn y efectos residuales (27).

Debido a la complejidad de su etiologia, la mastitis
es ademds una enfermedad de dificil control (27).

' La mastitis se inicia cominmente como el resultado
de la penetracidn de microorganismoskal interior de la gléhdg
la a traves del conducto del pezdn. Siendo el medio ambiente
B favorable para la multiplicacidn de microorganiémos en el inte
rior de la glandula, los prodﬁétos del metabolismo bacteriano



causaran una irritacidn en los tejidos y en consecuencia se
producird una respuesta inflamatoria (3). Se sabe ahora ademas
gque para que el microorganismo comience el proceso de patogéng
sis debe adherirse al epitelio de la glandula (8).

Miles en 1955, define la "patogenicidad" como la ca
pacidad de un microorganismo de producir enfermedad. Esta mani
festacidn patogénica varia de acuerdo al estado del huésped;
es decir, a mayor resistencia del huésped, la patogenicidad
disminuye (20)}.

Existen factores que operan para prevenir la infec
cion. Estos factores pueden ser de dos tipos: factores inespe
»cificos; gue actuan contra gran cantidad de microorganismos, y
factores especificos que basan su respuesta en procesos inmu
nes contra gérmenes especificos (16).

Dentro de los factores inespecificos podemos mencio
nar a la queratina que se localiza en el canal de la teta y
gue contiene sustancias bacteriostaticas que ayudan a la inhi
bicidn de microorganismos (23), las lacteninas que son sustan
cias antibacterianas de la leche que comprenden complemento,
lisozima, per6xidos, peroxidasas y lactoferrinas; estas Glti
mas, proteinas captadoras de hierro que compiten por &l con
las bacterias (31). Las lactoferrinas aumentan cuando existe
inflamacion en la glandula (29). Los leucocitos son otro im
portante mecanismo de defensa de la glandula mamaria ya gque
son capaces de fagocitar una gran cantidad de microorganismos.
Sin embargo, estudios recientes sobre los leucocitos de la
gléndulé'mamaria indican que la actividad fagocitaria de éstos
se ve reducida en su accidn debido a la capacidad que presen
tan para fagocitar ademds, globulos de grasa y caseina de la
leche; que resulta en una disminucidn de su capacidad para fa
gocitar microorganismos (24,25).

Aunque de menor importancia, existen ciertos mecanis
mos fisicos que ayudan al organismo en el rechazo de las infec
ciones por microorganismos. Estos mecanismos son la descama
cidn, el lavado mecanico por la leche y el cierre del esfin
ter en el canal de la teta (31). | -



Dentro de los factores especificos contra infeccio
nes podemos mencionar a los anticuerpos que, en la secrecidn
mamaria, se derivan del suero sangulneo o se producen local
~mente por células de los linfocitos del plasma sérico. La in
munoglobulina A es producida por las células plasmaticas que
se localizan en la submucosa de la glandula, éstas pueden ser
estimuladas en su produccidn gracias a la inmunizacidén local
pero sdlo produciran una proteccidn limitada induciendo la a
glutinacién de bacterias. La inmunoglobulina G se secreta du
rante el calostro y es la mayor inmunoglobulina en calostro y
leche. La inflamacidon aguda de la glandula puede causar su su
presidn (18).

La inmunoyglobulina M es un componente secundario.

Se ha estudiado su posible respuesta por la vacunacién con va
rios adyuvantes y por diferentes rutas pero los resultados no
son concluyentes (23). .

Cuando se habla de profilaxis en el caso de mastitis
debe tomarse en cuenta la etiologia tan variada de este padeci
miento y la pobre respuesta inmunoldgica que existe en la glan
dula mamaria (18).

Todos los mécanismos de resistencia antes menciona
dos se ven reducidos en su accidn debido a la comunicacidn tan
directa que se tiene con el exterior a través de la teta y que
facilita la penetraciéq de bacterias y otros microorganismos
al interior de la glandula (23).

Ademds de existir factores de resistencia contra in
fecciones, existen tambien factores de susceptibilidad. Estos
se pueden clasificar de la siquiente mamera (3):

Anatomicos. Relacionados con el diametro, tono muscu
lar, tamafio y localizacidn de la teta.

Genéticos. Relacionados con la resistencia de los 1i
gamentos suspensorios. _ ,

Fisioldgicos. Relacionados con etapa de lactaciodn,
niimero de lactaciones y edad del animal en producciodn. ‘

De mamejo. Relacionados con higiene, deeﬁo Y alojg;

miento inadecuados.



Nutricionales.
Patoldgicos. Relacionados con lesiones en ubre y pe

zones.

Existen infinidad de microorganismos causantes de

mastitis. Los estudios en México reportan a Staphylococcus au

reus y Streptococcus agalactiae como los principales microor

ganismos causantes de mastitis (19).

.Streptococcus agalactiae es un coco Gram positivo
que tiende a agruparée en cadenas. Algunas de las caracteris
ticas mas importantes para su diagndstico son: catalasa-,-eg
culina—, CAMP+, hipurato+, sorbitol”, manitol , trealosa+, ra
finosa , salicin~", &dcido lictico’ e inulina” (5). Siendo un
Streptococo del grupo B, puede presentar hemdlisis de tipoe<,

G, b’ (5) y produce colonias pequeiias, convexas Y trasiﬁcg’._
das en agar sangre (22).
La mastitis producida por Streptococcus agalactiae

es una mastitis subclinica y crdénica que ocasionalmente pre
senta manifestaciones clinicas. Su diseminacidén es gradual a
otros cuartos o a otras vacas. Existe inflamacidn y destruc
cibn de alveolos y reemplazo del parénquima por tejido coneg.
tivo (27).

La respuesta de la glandula mamaria a la infeccidn
se traduce en una inflamacidn que puede ocurrir en cualgquiera
de las formas exudativas excepto la catarral (27).

' Cuando la inflamacidn es crdnica, como en el caso

de la mastitis producida por Streptococcus agalactiaé, hapré

una proliferacidn de tejido fibroso en cualquiera de los si
tios de la glandula (13). Después de la penetracidn del micro
organismo, habra una multiplicacidn rapida de éste en los con
ductos galactoforos seguida del paso da la bacteria a los va-
sos linfaticos supramamarios con la aparicidon da gran canti-
dad de neutrdfilos en los conductos glandulares y se haran
manifiestos los signos del proceso inflamatorio clasico (13).
En lo sucesivo ocﬁrren crisis apélogas que afectan
los lobulillos de la misma manera dando lugar asi a pérdida
grédual de la funcidn secretoria con fibrosis creciente del



cuarto glandular y atrofia final (13).

Adherencia bacteriana. ‘

Las bacterias tienen la capacidad de adherirse a su
perficies de distinta naturaleza como son: arena, tierra, vi
drio, hifas de hongos, intestinos de nematodos, superficies
de protozoarios, tejidos animales y vegetales, y aun hasta a
la superficie de otras bacterias formando agregaciones bacte
rianas (2).

A pesar de que muchos arios se han realizado estu
dios intensos en este campo, hasta recientemente se le ha da
do importancia al concepto de adherencia bacteriana como una
ventaja ecoldgica de gran importancia en la colonizacibén de
sitios especificos en las plantas y en lso animales. De ahi,
que se le considere como el evento inicial en la patoyénesis
de una gran cantidad de infecciones bacterianas en los anima
les y el hombre (2).

La posible participacion de la adherencia bacterig‘
na en la patologia de algunas enfermedades humanas, ha sido
estudiada ampliamente en el desarrollo de la caries dental
(12), de las infecciones del tracto urinario (17), las infeg
ciones del tracto digestivo (15), las infecciones vaginales
(30), y otras. Pero ain es necesario realizar mas estudios
que nos conduzcan al entendimiento de los procesos involucra
dos. §

El estudio de la adherencia bacteriana nos da algu
nas bases importantes para el enéendimiento de la resistencia
innata o la susceptibilidad del huésped y de los tejidos a
ciertas infecciones; ya que las bacterias potencialmente patd
genas no colonizan ni causan d&afio indiscriminadamente a todos
los hﬁéspedes con los gque pudiera estar en contacto, sino gue
atacan particularmente a ciertas especies animales o a un gru
po de especies relacionadas (12).

Gibbons (1975) seilala que existe una preferencia a
parente de deferentes especies de Stréptocoécus a diferentes

superficies celulares y aparentemente a receptores especifi
~cos; asi, Streptococcus mutans suele adherirse y colonizar
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%
la placa dental mientras gue Streptococcus salivarius coloniza

predominantemente las células superficiales de la lengua y de
la mucosa bucal, por otro lado, Streptococcus pyogenes tiene

afinidad por células epiteliales de la faringe (12). Estos e
jemplos se refieren a mecanismos que ocurren en el hombre, en
animales esto esta por investigarse mas aun.

A pesar de los mecanismos de defensa que existen en
los organismos, existen microorganismos patSyenos capaces de
‘producir enfermedad y cuya habilidad puede ser atribuida a los
siguientes procesos:

La capacidad de penetrar al huésped por diferentes
vias.

La capacidad de multiplicarse en los tejidos; esto
implica una interaccidn entre las células epiteliales del hués
ped y las bacterias involucradas. Se ha observado que ciertas
infecciones no se establecen mientras no exista interacciodn
célula-bacteria. Esto conduce a considerar a la adherencia bac
teriana como el evento inicial mas importante en el desarrollo
de ciertas infecciones.

La capacidad de resistir las defensas del huésped.

La capacidad de dafiar al huésped mediante 1la produc
cion de toxinas (28).

La capacidad de los microorganismos de asociarse f1
sicamente a las células, se atribuye a la presencia de estruc
turas superficiales que interaccionan con los componentes de
la superficie celular del huésped. Estas estructuras superfi
ciales son denominadas adhesinas y se refieren a cualquier es
tructura involucrada en la adherencia bacteriana (12).

Entre las estructuras bacterianas que median la u
nidn con la célula se encuentran las siguientes: fimbrias o .
Pili en organismos Gram como E. coli y Neisseria gonorrhoeae,
fibrillas en organismos Gram+ como Streptococcus pyoyenes,
proteinas de' membrana externa como en Neisseria gonorrhoeae,
antigenos de superficie como K 88 y K 99 de E. coli,cdpsula co
mo en Actinomycés viscosos, glicocalix de Pseudomonas aerugino
sa y recientemente se ha descrito la participacidn de antigenos




11

flayelares de Vibrio cholerae en la adnerencia de este micro

organismo a la mucosa intestinal (2).

El estudio de la superficie celular eucaridtica es
considerado de yran importancia, ya que posee los sitios recep
tores complementarios para que la adherencia se lleve a cabo.
La especificidad de la unidn dependera de la naturaleza y com
posicion gquimica de los receptores y los ligandos.

Las superficies celulares del huésped poseen una
yran cantidad de componentes cuyas funciones, en muchos casos
no se conocen. Sin embargo, actualmente se reconocen entre es
tos componentes a los antiyenos de grupos sanyuineos, a los
antigenos de histocompatibilidad, estructuras que reconocen a
otras células y estructuras relacionadas con la adherencia (11),

Para el estudio de la interaccidn netre las células
del huésped y las bacterias en el proceso infeccioso, los car
bohidratos de la membrana son guiza los componentes mas impor
tantes por la variabilidad estructural que presentan; lo yue
determina la especificidad de la unidn entre los receptores ce
lulares y los liyandos bacterianos en le inicio de la infec-
ciodn. 7

En un principio, se pensd yue la membrana plasmatica
constituia la estructura mis externa de las células animales.
Sin embargo se ha demostrado mediante estudios de microscoplia
electrdnica, que las células animales estdn circundadas por un’
matrix fibroso constituido por polimeros anidnicos de naturale
za polisacarida yue se conocen como el ylicocalix. Posterior-
mente, Costerton y col. (1978) han recalcado la importancia
del glicocadlix en el fenOmeno de adherencia bacteriana como u
na condicidén ecoldgyica favorable para gue los microorganismos
patdgenos puedan colonizar las mucosas del huésped y posterior
mente iniciar 1la infecéién (6).

, La'presencia de estos azlicares sobre la superficie
celular, coloca a la c@lula en una posicidén clave para funcio

nar en el fendmeno de la adherencia como receptor de ligados

bacterianos.
A pesar de gue se han realizado estudios en relacidn
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a la adherencia bacteriana a las superficies celulares del
huésped, es recientemente cuando se comienza a trabajar en ad
herencia bacteriana en ylandula mamaria.

Frost en 1975, realiza estudios preliminares qgue
muestran la capacidad de ciertos patdgenos de la ylandula mama
ria para adherirse a las células epiteliales del conducto de
la misma. Frost determina gque la adherencia de Staphylococcus

aureus y Streptococcus agalactiae fue significativa mientras

que el Indice de adherencia en bacterias como E. coli, Strepto

coccus fecalis y Corynebacterium bovis fue poco sigynificativo
(8).

Siendo Streptococcus agalactiae y Staphylococcus au

reus los microoryanismos mas frecuentemente aislados en infec

ciones de la.glandula mamaria, se reconoce ahora gue su capaci
dad para adherirse a las células epiteliales es un importante
paso en la patogénesis de la mastitis bovina (8,9).
Posteriornente, Froét y col. (1977), encontraron qgue
la adherencia se incrementaba desde los senos de la teta a los
senos lactiferos y grandes ductos y demostraron gue no existia
diferencia en cuanto a adherencia a las cé&lulas de diferentes
cuartos de la misma vaca pero existia una diferencia significa
tiva entre vacas (cuadro 1l). Estos autores comprobaron ademas
que la adherencia generalmente prevalece paralela como causa

de enfermedad con Streptococcus agalactiae y Staphylococcus au

reus adhiriendose mejor (10).
En 1978 Harper y col. realizaron experimentos de ad

herencia con cepas de E. coli con antigeno K 88 y K 99 obser

- vando que no existia adherencia de este microorganismo a las
células epiteliales de glandula mamaria bovina a pesar de gue
‘cierta adherencia habia sido determiﬁada previamente en otros
tejidos (14).

Anderson en 1978, demostrd que bacterias como Staphy

‘lococcus aureus, Streptococcus epidermidis y E. coli no se ad

hieren al epitelio alveolar de ratones lactantes y no lactan
tes realizando experimentos in vivo, lo gue podria ser un estu

dio preliminar para comprobar que la adherencia de .microorga .
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nismos causantes de mastitis s6lo se lleva a cabo en ciertas
especies (1).

Wanasinghe en 1981 realiza los primeros trabajos des
tinados a determinar el mecanismo por el cual la adherencia en
glandula mamaria bovina se lleva a cabo. Wanasinghe trabajo

con una cepa de Staphylococcus aureus observando los efectos

de factores fisicos, quimicos, enzimaticos y bioldyicos sobre
la prueba de adherencia in zigig. Sus resultados determinan
yue la adherencia no fué afectada por el pretratamiento de la
bacteria con NaCl o EDTA, ni con un pH de 6-8, pero fué inhibi
da por calor (60°C por 30 min) y pretratamientos bacterianos
con tripsina y papaina, los pretratamientos con lipasa de yer
men de trigo incrementaron la adherencia. La adherencia fué
también inhibida con leche de un cuarto infectado con Staphylo
coccus aureus y con un antisuero especifico antiestafilococico.

Todo esto sugiere que la adherencia estafilococcica a la yléan
dula mamaria puede ser de naturaleza proteica (33)(cuadro 2).
Bramley y Hogben en 1982 trabajaron también con pre
tratamientos bacterianos para tratar de encontrar las causas
por las que el proceso de adherencia bacteriana se lleva a ca

bo con varias cepas de Streptococcus agalactiae de diferentes

otigenes (4).

Aungue algunos aspectos sobre adherencia bacteriana
en gléndula mamaria han sido tratados, no se han realizado
trabajos relacionados con la susceptibilidad entre individuos
a la prueba de adherencia in vitro con otro tipo de bacterias

como Streptococcus ayalactiae a pesar de su importancia y los

trabajos sobre pretratamientos bacterianos no son concluyen
_ tgs. ‘

El presente trabajo tiehe como finalidad detectar
las variaciones de susceptibilidad entre individuos a la prue
ba de adherencia in vitro con .una cepa de Streptococcus agalac
 ,;123 utilizando células epiteliales de los senos lactiferos y

senos de la teta de gldndulas mamarias bovinas.
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MATERIAL Y METODOS.
El trabajo se llevdo a cabo en el Departamento de

Bacteriologia de la facultad de Medicina Veterinaria y Zootec

nia.

Las células utilizadas fueron obtenidas de bovinos
‘criollos y Holstein del Rastro de Ferrerria, D.F. Se utiliza
ron 30 muestras y 5 testigos.

Se trabajd con una cepa de Streptococcus agalactiae

(B 83-039) aislada de una mastitis bovina en el Departamento
de Bacterioloéia.

Como testigo negativo fue empleada una cepa dé E. co
1li (B 83-132) aislada en el Departamento de Bacteriologia.

- El material y métodos empleados fué el resultado de
una recopiiacién de las técnicas-descritas (4,8,10,33,34) y de
un estudio piloto previo que se realizd en el Departamento de
Bacteriologla, con el fin de optimizar la técnica. |

Células _

Se obtuvieron glandulas mamarias de diferentes indi
- viduos aparentemente normales recién sacrificados y se trans
portaron en refrigyeracion.

Los conductos de las glandulas fueron cortados antes
de 4h con el fin de exponer los senos lactiferos y seno de la
teta. El exceso de leche en los senos fué removido con 50 ml
de solucidén fosfato buferada (SFB) 0.01lM, p' 7.4-7.7.

Posteriormente, el conducto de la glandula fué cepi

©

" 1lado enérgicamente 8 veces con un cepillo dental suave para
la obtencidén de las células epiteliales de los senos laCtifg
ros y senos de la teta. Las células fueron'suspendidas en 10

'ml de SFB y lavadas por centrifugacién a 551.X g durante 10"
3 veces.

Las células, después de ser lavadas, fueron resuspen
didas en un ml de SFB a una.concentracidn de 102 células/ml.
La concentracién de las células fué determinada en una camara
cuenta glébulos de Neubauer.

Microorganismos

Se prepard un cultivo fresco de una cepa de Stregto |
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coccus ayalactiae después de haber sido desliofilizado y cre

cio en caldo tripticasa soya por 24h a 37°C. Posteriormente,
0.1 ml de este caldo fué puesto en 100 ml de caldo tripticasa
soya a 37° C y en ayitacidon. Cada media hora fueron extraidos
3 ml de este caldo y medidos en un espectrofotdmetro para de
terminar su fase de crecimiento tomando en cuenta 1la absorbag
cia gue cada muestra reportd. Para obtener la fase de creci
miento o fase logaritmica de la bacteria, se realizd lo ante
rior 3 veces y se obtuvo un promedio.

Posteriormente, se tomd un valor a la mitad de la fa
se de crecimiento de la bacteria y se realizaron diluciones y
4 yotas de 20 mcl cada una, fueron puestas en yelosa sangre
e incubadas a 37°C durante 24 h.

Las colonias gue crecieron en cada dilucidn fueron
contadas para determinar el namero de u.f.c. en diferente dilu
cidn. Como existieron diluciones en las que el niero de colo
nias era incontable o no existian colonias, se tomd como niime
ro agquel en el que las colonias eran facilmente contables.

En el caso de Streptococcus agalaétiae el nimero de

u.f.c. fué de 17 en la dilucidn 10-4. Ajustando esto a 1 ml se
obtuvieron 500,000 u.f.c. '

En el caso de E. coli, se siguid el mismo proceso ob
teniéndose 14 colonias en la dilucidn 10 ° lo que determind
70, 000,000 de u.f.c./ml. “

Ambas bacterias fueron ajustadas para tener lO4 u.f.
c./ml.

Células-microorganismos.

1l ml de la suspensidon de células fué mezclado con

1.14 mcl de la suspensidn de Streptococcus ayalactiae y en el

caso de E. coli, 1.66 mcl; esta mezcla fué centrifugada a 100
r.p.m. durante 30' a 37°C con el fin de facilitar la adheren

cia bacteriana a las células.
20 mcl de la mezcla célula-bacteria fueron puestos

en porta objetos. secadas al aire y fijadas por medio de un 1i

gero calentamiento.
Las laminillas conteniendo Streptococcus agalactiae
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fueron tenidas con cristal violeta por 30'' y observadas al mi
croscOpio con aceite de inmersion. En el caso de E. coli, la

tincidn empleada fué la de Gram.
La cuenta se hizo obteniendo un indice de acuerdo al

nimero de bacterias adheridas a 50 células.
En agrupaciones bacterianas s0lo se contaron las bac

terias de esas agrupaciones gue estaban adheridas a las célg

las.
Los resultados fueron analizados mediante una prueba

de t.




RESULTADOS
La adherencia de Streptococcus agalactiae a las célu

las epiteliales de la ylandula mamaria bovina in vitro fué cou
probada (figura 1).

Los resultados se ilustran en los éuadros 3, 4 y 5.

En las preparaciones conteniendo el testiyo neyativo

E. coli s0lo se aprecid una adherencia ocasional de la bacte
viv a la célula.
B En algunas preparaciones las cé&lulas fueron detecta
das en yrupos, lo yue dificultd la cuenta, por lo gue se deci
did contar exclusivamente las bacterias adheridas a células so
las.

En otras no se encontrd un nimero suficiente de cé
lulas paraiser contadas aparentemente debido al tipo de mues
tra que no provenia de vacas lactantes, por lo gue fueron Cog
tadas las células detectadas en el campo obteniéndose un prome
dio.

En las preparaciones en las gue se logrd utilizar va
cas lactantes, se aprecia una diferencia significativa en cuan
to al namero de células epiteliales presentes y al ntwero de
bacterias adheridas a estas células en relacidén a las no lac .

tantes.
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DISCUSION
Con base en los resultados obtenidos en relacidn &

la adherencia de Streptococcus ayalactiae, existe evidencia

de gue ésta se lleva a cabo como fué propuesto por Frost (8),
y parece que esta adherencia puede ser un paso importante en
la patogénesis de la mastitis bovina aunque aln deben reali
zarse mas investigaciones al respecto.

Estos estudios sugieren ademas gue la infeccidn en

los cuartos afectados por mastitis ‘debida a Streptococcus aga

lactiae, tiene su origyen via el canal de la teta y el tejido
ductular de la ylandula mamaria bovina como lo menciona Frost
(8). ‘ |

Aparentemente, el epitelio ductal experimenta cier
tos cambios debidos a la actividad secretora de la glandula
por lo ue es probable gue exista mayor adherencia en las cé
lulas epiteliales de glandula mamaria de ganado lactante (38).
En relacidon a esto, se observa gue en el caso de yanado lac
tante, no sdlo se aprecia una mayor adherencia, sino gue se
observa un mayor nimero de células epiteliales presentes. En
este sentido, es necesario realizar mas estudios relacionados
con estos mecanismos ya gue la comparacidn entre vacas lactan
tes y no lactantes a la prueba de adherencia in vitro no se
habia reportado hasta ahora. ‘ |

Por otro lado, se observa gue aungue algunas bacte
rias permanecen en contacto estrecho con las células, otras
no parecen'ofrecer‘atréccién alguna a estas células. Esto pa
rece deberse a cierto yrado de especificidad que presentan al
gyunas células a las gue los microorganismos se adhieren como
lo sugieren Frost y col. (10).

Las diferencias individuales observadas en la prue

ba de adherencia in vitro con una cepa de Streptococcus aga

lactiae en los animales criollos, parece ser poco sigynificati
va'(t,.975 1.541.00036) mientras que las observadas en los

individuos Holstein en relacidn a los individuos criollos fué
mayor (t .95 .32i.001). Esto confirma el estudio de Frost en

relacidon a las diferencias individuales entre 5 vacas aunyue
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con Staphylococcus aureus (8).

Las diferencias detectadas entre razas no habian si

do reportaaas.
Por otro lado, la adherencia de E. coli, utilizada

como testigo neygyativo, al epitelio de la gléndula mamaria bo
vina, parece ser poco significativa lo gue confirma la hipétg
sis planteada por Frost en el sentido de la excasa capaciaad
de adherirse a las células epiteliales del conducto de ylandu
la mamaria bovina in vitro (8). Es posible gue utilizando una
- cepa de E. coli aislada de mastitis bovina, ésta muestre una

mayor adherencia a las células epiteliales de glandula mama

ria bovina in vitro pero ésto debe investiyarse mas ain.

La hipOtesis y objetivos planteados en este trabajo
en relacidn a las diferencias individuales a la prueba de ad
herencia in vitro con una cepa de Streptococcus agalactiae y
células epiteliales del conducto de glandula wamaria bovina,

fueron comprobadas aungque estas diferencias individuales sean

estadisticamente poco significativas.
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CUADRO 1

ADHERENCIA RELATIVA A CELULAS DERIVADAS
DEL EPITELIO DE LOS SENOS DE LA TETA,
SENOS LACTIFEROS Y GRANDES DUCTOS

PROMEDIO

ORIGEN NUMERO DE CELULAS NUMERO DE

QUE MOSTRARON ADHE BACTERIAS DE BACTE

RENCIA (100) ADHERIDAS RIAS POR
CELULA
" SENOS DE LA TETA 56 193 3.3
SENOS LACTIFEKROS 64 | 237 4.2
6.5

GRANDES DUCTOS | 70 B 467
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CUADRO 2

EFECTO DEL PKETKATAMIENTO BACTERIANO CON AGEWTES
FISICOS, QULMICOS, BIOLOGICOS Y ENZIMAYICOS
SOBRE LA ADUEKENCIA A LAS CELULAS
EPITELIALES DE LA GLANDULA MAMARIA
| BOVINA IN VITKO

PARAMETRO‘ . _ NUMERO DI CBLULAS NUMBERO DI BACTE
: : CON BACTERIAS ADHE RIAS ADHERIDAS
RIDAS (100) ' A 100 CELULAS

EDAD DBL CULTIVO:

4 n | 45 114
6 h S 4l 111
10 h - ' ' 31 L oY
24 h _ C 27 2
72 h . , 26 R 57
_H ' )
P : : T -
6.0 Sl 58 SO 146
7.4 BRI 59 . | 17y
5.0 o | 67 - o 1do
JINDICE DE ADUERENCIA/LOU
CALOR: : , _ ‘
37¢°C S | 100
60°C por 30°'. | 36
100°C por 30°'. 38
121°C por 15" ' ~ 18
ENZIMAS PROTEOLITICAS: o
Tripsina ' R W |
Papaina o , . L3
ENLZIMAS LIPOLITICAS:
Lipasa de gerwen de trigo 4 my/ml 231
LECHL s o .
' De un cuarto no infectado 63

e un cuarto infectado 50
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CUADRO 3

ADHERENCIA RELATIVA DE STREPTOCOCCUS AGALACIIAE
BY3~039 A CELULAS EPITELIALES DE GLANDULA
MAMARIA DE BOVINOS CRIOLLOS NO LACTANTES

INDIVIDUO NUMERO DE ORGANISMOS PROMEDIO DI ORGANISIIOS
ADHERIDOS A CELULAS ADHERIDOS A 50 CELULAS
(50)
1 70 1.40
2 70 1.40
3 73 1.46
4 73 1.46
5 75 1.50
6 75 1.50
7 75 1.50
8 76 1.52
9 77 1.54
10 77 1.54
11 78 1.56
12 78 "1.56
13 78 1.56
14 79 1.58
15 80 1.60
16 80 1.60
17 80 1.60
18 80 1.60
19 84 1.68
20 g4 1.68
x= 1.54

S:

.077
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ADHEKENCIA RELATIVA DE STREPTOCOCCUS AGALACTIAE
B83-039 A CELULAS EPITELIALES DE GLANDULA
MAMAKIA DE BOVINOS HOLSTEIN LACTANTES

INDIVIDUO NUMERO DE ORGANISHOS PROMEDIO DE ORGANISHOS
ADHERIDOS A CELULAS ADHERIDOS A 50 CELULAS

(50)
1 90 ' 1.80
2 91 1.82
3 92 1.44
4 92 1.684
5 93 1.86
6 93 1.86
7 95 ' 1.90
8 95 e ©1.90
9 96 ©1.62
10 - 97 - 1.94
x= 1.86
s= ,046

BOVINOS HOLSTEIN - CRIOLLOS

DISTRIBUCION t ‘

VALOR MODIFICADO DE LOS GRADOS DE LIBERTAD 1
COEFICIENTE DE COMFIANZA t .95 .32+.0011055
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CUADRO 5

ADHERENCIA RELATIVA DE E. COLI B83-13z
A CELULAS EPITELIALES DE GLANDULA
MAMARIA DBE BOVINOS CRIOLLOS

INDIVIDUO NUMERO DE ORGANISNOS PROMEDIO DE- ORGANISHMOS
ADHERIDOS A CELULAS ADHERIDOS A 50 CELULAS

(50)
1 15 .30
2 18 .36
3 20 .40
4 21 .42
5 | : 23 | © .46

.38
1760

o

0
LI
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FIGURA 1

Fig. 1. Streptococcus ayalactiae adhi

riéndose a las celulas epiteliales de

la glandula mamaria. Cristal violeta
100 x
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