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La utilizacion de bacteriofagos, virus especificos de bacterias, podria ser la
soluciéon frente a las bacterias causantes de mamitis multirresistentes a los

antibioticos.

La mamitis

La mamitis es la enfermedad mas
comun del ganado vacuno y la mas
importante bajo un punto de vista econé-
mico. Segun la epidemiologia de los pat6-
genos que la inducen, la mamitis puede
clasificarse en dos tipos: mamitis conta-
giosa y mamitis ambiental. Las bacterias
responsables de la mamitis contagiosa
incluyen estreptococos (Streptococcus
agalactiae, Streptococcus dysgalactiae),
estafilococos coagulasa positivos (Sta-
phylococcus aureus), estafilococos coa-
gulasa negativos (Staphylococcus epider-
midis) y Corynebacterium bovis. La mami-
tis contagiosa se transmite de vaca a
vaca durante el proceso de ordeno, sien-
do el reservorio del patégeno los cuarte-
rones infectados. Por el contrario, el
reservorio de los patégenos responsa-
bles de la mamitis ambiental es el entor-
no de la vaca lechera. Los cuarterones
no infectados se pueden exponer al
patdégeno causal en cualquier momento
durante la vida de la vaca, incluyendo el
ordeno, entre ordenos y durante el perio-
do seco. Los patdgenos responsables de
este tipo de mamitis son bacterias Gram-
negativas (Escherichia coli, Klebsiella sp.,
Serratia sp. y Proteus sp.), estreptococos
(Streptococcus uberis y Str. dysgalactiae)
y enterococos ambientales (Enterococcus
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faecalis). La mamitis ambiental se asocia
sobre todo a la mamitis clinica mas que a
la infeccion subclinica. Arcanobacterium
pyogenes junto con Str. dysgalactiae son
los responsables de la mamitis del verano
que afecta seriamente al ganado vacuno
de montana en el Principado de Asturias
(Garcia-Paloma et al., 2005).

La mamitis clinica (Fotografia 1) se pone
de manifiesto por la produccion de leche
anormal (escamas, coagulos o secrecio-
nes acuosas) y es también habitual que el
cuarterén infectado muestre sintomas cli-
nicos como hinchazon, calor y dolor a la
palpacion. En los casos de mamitis clinica
aguda, estos sintomas se pueden combi-
nar con otros que afectan al estado gene-
ral de la vaca como hipertermia, anorexia,
etc. Los exdmenes epidemioldgicos han
identificado S. aureus, Str. uberis y E. coli,
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Fotografia 1.-Vista parcial
de una vaca con tres
cuarterones perdidos por
mamitis de verano.

Fotografia: J. A. Garcia Paloma.



COLABORACIONES

\

Figura 1.-Ciclo de vida de
un bacteriéfago cuando
infecta una bacteria.

1) Un bacteriéfago se
encuentra con una
bacteria sensible.

2) El bacteriofago se une
a la superficie de la
bacteria.

3) El bacteriéfago
introduce su material
genético en el interior de
la bacteria sensible.

4) El material genético se
replica en el interior de la
bacteria generdndose
multitud de copias.

5) Se sintetizan envueltas
proteicas en el interior de
las cuales se introduce el
material genético del
bacteritéfago para formar
particulas fagicas
maduras.

6) Los nuevos
bacteriéfagos destruyen
la envuelta de la bacteria
y se liberan al exterior
celular para comenzar de
nuevo el ciclo.

como los patégenos mas frecuentes cau-
sales de la mamitis clinica.

La mamitis subclinica no plantea una
amenaza urgente ni para la vida de la
vaca ni para la produccién de leche. La
principal evidencia de esta patologia es
un aumento de las células somaticas
(SCO) que se traduce en pérdidas econé-
micas para el ganadero, dado que este
parametro se utiliza como un factor clave
para evaluar la calidad de la leche. Los
microorganismos responsables de la
infeccién subclinica, generalmente Str.
agalactiae 'y otros estreptococos, son
facilmente controlados con antibiéticos.

Cabe destacar, por otro lado, que la
mamitis causada por S. aureus es dificil
de tratar pues da lugar con frecuencia a
abscesos profundamente arraigados po-
co sensibles al tratamiento con antibidti-
cos. Esto es debido a que el patégeno
puede sobrevivir en el interior de las célu-
las de la glandula mamaria donde la con-
centracién del antibiético es mas baja
que en el ambiente extracelular. Asi
mismo, S. qureus es con frecuencia resis-
tente a muchos antimicrobianos (particu-
larmente B-lactdmicos) y ademas libera
toxinas que deterioran las defensas natu-
rales de la ubre. Por lo tanto, las tasas de
curacion en la mamitis causada por S.
aureus son muy bajas y las recaidas ocu-
rren con frecuencia cuando los trata-
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mientos se aplican durante el periodo de
lactacion.

El negativo impacto econémico que
origina la mamitis en el ganado vacuno
ha estimulado el desarrollo de varias
estrategias terapéuticas con el objeto de
controlar tanto la infecciéon en si, como
sus secuelas. Entre ellas, cabe destacar la
utilizaciéon de antibioticos, antiinflamato-
rios, vitaminas, vacunas, citoquinas e
incluso homeopatia. También se ha ensa-
yado la eficacia de las distintas rutas de
administracion como la aplicacion sisté-
mica, intramamaria o la aplicacién local al
pezén (Gruet et al, 2001).

La tendencia actual en el control de la
mamitis estd enfocada mas en la preven-
cién que en la terapia. Las infecciones
durante el periodo seco pueden prevenir-
se con la aplicacion intramamaria de anti-
biéticos asi como con otras técnicas
como el sellado del pezén. Otra manera
de prevenir la infeccién intramamaria es
sumergir o rociar el pezén después del
ordeno con una mezcla antiséptica. Es
habitual que el antiséptico se asocie a un
agente que forma una pelicula que per-
mite aislar fisicamente el pezén del
ambiente. La utilizacion de antisépticos
es mas recomendable que la utilizacién
de antibidticos, ya que existe una presion
a nivel internacional contra la terapia anti-
biética dado que la utilizacién masiva de
antibiéticos en animales supone un indu-
dable riesgo de aumentar la frecuencia
de aparicion de bacterias resistentes y su
transmision a los seres humanos.

Agentes antimicrobianos
naturales: los bacteriofagos

Los bacteriéfagos o fagos son virus
que infectan exclusivamente a bacterias y,
por tanto, son totalmente innocuos para
los organismos superiores. Para propagar-
se necesitan infectar a una bacteria hués-
ped en cuyo interior los fagos se replican.
Finalmente, para liberarse al exterior, pro-
ducen enzimas que provocan la lisis o rup-
tura de la bacteria. Estas nuevas particulas
fagicas estan listas para comenzar un
nuevo ciclo e infectar a una nueva bacte-
ria. Un diagrama esquematico del ciclo de
vida de un fago se presenta en la figura 1.

(b

SERIDA



Desde este punto de vista, los bacteriofa-
gos pueden considerarse agentes antimi-
crobianos ya que la lisis que provocan
ocasiona irremediablemente la muerte
de la bacteria. Al igual que las bacterias,
los fagos se encuentran de manera natu-
ral en el ambiente (agua, suelo, etc.).

La terapia fagica, es decir, el uso de
bacteriéfagos para combatir infecciones,
se ha aplicado satisfactoriamente como
alternativa a los antibiéticos en nume-
rosos paises de la antigua Unién Sovié-
tica. En sus centros de investigacion se
siguen produciendo en la actualidad pre-
paraciones fagicas para el tratamiento de
diversas enfermedades (mas informacion
http://www.eliava-ibmv.caucasus.net/
history.htm).

Ante la aparicion de multitud de cepas
bacterianas multirresistentes y la escasez
de nuevos antibiéticos, la terapia fagica
resurge como una alternativa viable al tra-
tamiento con antibiéticos. En la actuali-
dad, se estan ampliando sus campos de
aplicacién y se han obtenido muy buenos
resultados en el control de infecciones en
peces, pollos, cerdos, terneros y corde-
ros. Ademas, los fagos pueden ser utiliza-
dos también en la profilaxis de estas
enfermedades.

Una de las ventajas que tienen los fa-
gos frente a los antibiéticos es su extraor-
dinaria especificidad. Unicamente van a
eliminar los patégenos frente a los que se
han aislado, dejando intacta el resto de la
microbiota o flora microbiana del animal.
El mantenimiento de esta microbiota es
muy importante pues disminuye el riesgo
de infecciones producidas por microorga-
nismos oportunistas. Otra de las ventajas
es el hecho de que los fagos se repliquen
en presencia de la bacteria patégena, por
lo que cualquier incremento en los niveles
del patégeno supondria la replicacion
inmediata del fago y, consecuentemente,
la inhibicién de la proliferacién de la bac-
teria patégena.

Bacteriofagos especificos
frente a S. aureus

En un proyecto de investigacion finan-

ciado por el Plan Regional de Investiga-
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cion de Asturias y cofinanciado por la
Caja Rural de Asturias, hemos comenza-
do un estudio en colaboracién con el
SERIDA para el desarrollo de nuevos anti-
microbianos para el tratamiento de la
mamitis en el ganado vacuno. El objetivo
del trabajo es obtener bacteri6fagos
especificos, capaces de infectar patoge-
nos que con mayor frecuencia ocasionan
mamitis en vacas, en concreto S. qureus.
Estos bacteriéfagos podrian utilizarse
como terapia frente a la infeccién y tam-
bién como medida profilactica. En la tera-
pia fagica, los bacteriéfagos se aplicaran
por via tépica o por via intramamaria. En
el caso de la profilaxis, la mezcla de bac-
teri6fagos podra ser utilizada en el lavado
de la ubre, o incluso ser pulverizada en el
establo y en las camas de los animales
para eliminar la bacteria patégena del
ambiente.

Inicialmente, el Laboratorio Interpro-
fesional Lechero de Asturias (LILA) aislé
14 cepas de S. qureus causantes de ma-
mitis en vacas (Fotografia 2). Las cepas se
obtuvieron a partir de muestras de leche
que procedian de animales con sintomas
de la enfermedad.

Estas cepas de S. aureus se utilizaron
en ensayos de enriquecimiento para la
obtencion de bacteridofagos especificos a
partir de 75 muestras de leche y queso. Se
seleccionaron un total de ocho bacteriofa-
gos diferentes en funcion de su rango de
huésped (Tabla 1). Algunos de estos bac-
teriéfagos son capaces de infectar la prac-
tica totalidad de las cepas ensayadas y, por
ello, son los mas interesantes ya que,
potencialmente, eliminaran las cepas de
S. aureus causantes de mamitis que con
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Fotografia 2.-Colonias de
S. aureus creciendo en
una placa de medio de
cultivo.
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N° de muestras’ Rango de huésped

Bacteriofago Fuente (=75) N° de cepas
sensibles (n=22)

o Ct Queso Cabrales 3 2

P P1 Queso Penamellera 1 1

L7 Leche 1 6

@ L13 Leche 1 6

o A8 Leche 2 4

@ H5 Leche 26 8

o G7 Leche 20 3

D A72 Leche 21 14

' Nimero de muestras en las que se aisl6 el bacteriéfago.

mas frecuencia se aislan en el Principado
de Asturias. En concreto, los fagos ®H5 y
®A72, cuya imagen al microscopio elec-

1*
Tabla 1.-Bacteriéfagos
especificos frente a

S, GUIES SRS G tronico se presenta en la fotografia 3, son
productos lacteos. capaces de infectar en conjunto a todas
las cepas de S. gureus ensayadas.

->
Fotografia 3.-Imagen al
microscopio electrénico

de los bacteriéfagos

OH5 y ©A72.
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Gréfico 1.-Evolucién en el
nimero de bacterias 2 4
viables de S. aureus en
presencia (m) y en
ausencia (m) de los fagos 0 1 L | I I
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La eficacia antimicrobiana de los
fagos ®H5 y ®A72 fue comprobada en
leche contaminada con S. aureus a la
que se anadié una mezcla de ambos
fagos. Como se muestra en el gréfico 1,
en ausencia de fagos, la bacteria patoge-
na se multiplicé en la leche alcanzando
mas de 10° células/ml tras ocho horas
de incubacién. Sin embargo, en presen-
cia de los fagos ®H5 y ®A72, el patdge-
no desaparece tras dos horas de incuba-
cion.

Perspectivas

En la actualidad, disponemos de bacte-
ri6fagos especificos y activos frente a S.
aureus, principal agente causal de la mami-
tis clinica en el Principado de Astu-
rias, que han sido aislados del ambiente
lacteo.

En ensayos in vitro hemos puesto de
manifiesto la eficacia de los bacteriéfagos
®H5 y ®A72 como antimicrobianos. Seré
necesario ahora llevar a cabo ensayos in
vivo que confirmen su potencial aplica-
cién en sanidad animal. En la misma linea,
hemos comenzado con el aislamiento de
fagos activos frente a A. pyogenes, cau-
sante de la mamitis de verano, cuya efi-
cacia sera evaluada inicialmente en el
laboratorio. Para ello, disponemos de
cepas de este patdgeno obtenidas dentro
del proyecto dirigido por el Dr. Garcia
Paloma.
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