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Resumen

Jaureguiberry, M.; Madoz, L.V.; Giuliodori, M.J.; Drillich, M.; de 1a Sota, R.L.: Espec-
trofotometria infrarroja transformada de Fourier para identificar bacterias uterinas pato-
genas en vacas lecheras. Rev. vet. 27: 2, 75-79, 2016. El objetivo del trabajo fue determinar el
grado de acuerdo entre dos métodos de identificacion bacteriana, marcha bacteriologica con-
vencional y espectroscopia infrarroja transformada de Fourier (TF-IR), asi como determinar
si la base de datos construida a partir de bacterias aisladas de uteros de vaca lecheras de
Europa podia ser utilizada para identificar bacterias uterinas de vacas lecheras de Argentina.
Las muestras bacteriologicas fueron tomadas a vacas post parto (n=64) con distinto grado de
descarga vaginal (DV). Inicialmente se efectud diagnostico bacteriologico por marcha bacte-
riologica convencional (n=27) y posteriormente por TF-IR. El grado de acuerdo entre ambos
métodos de identificacion bacteriana fue determinado por el coeficiente kappa y el efecto
de la DV sobre el aislamiento de Escherichia coli'y Trueperella pyogenes fue analizado por
regresion logistica. El grado de acuerdo entre ambos métodos tuvo un coeficiente kappa de
0,73 (p<0,001). La probabilidad de aislamiento bacteriano (E. coli y T. pyogenes) tendio a
incrementarse junto con el grado de DV (p=0,06), siendo 1,88 veces mas alta la probabilidad
de encontrar un resultado positivo a E. coli o T. pyogenes en vacas con DV fétida que en
vacas con DV normal. En conclusion, TF-IR revel6é un buen grado de acuerdo con la marcha
bacteriologica convencional. Por otro lado, la base de datos producida a partir de bacterias
uterinas de vacas lecheras de Europa pudo ser utilizada para la identificacion de bacterias
uterinas de vacas lecheras de Argentina.
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Abstract

Jaureguiberry, M.; Madoz, L.V.; Giuliodori, M.J.; Drillich, M.; de la Sota, R.L.: Fou-
rier transform infrared spectroscopy to identify uterine pathogens bacteria in dairy cows.
Rev. vet. 27: 2, 75-79, 2016. The objectives of the present study were to test the agreement
between routine methods of bacteriological testing and the Fourier transformed infrared
spectroscopy (FTIR) method for uterine bacterial identification, and if a database built with
uterine bacteria from European dairy cows can be used to identify bacteria from Argentin-
ean dairy cows. Postpartum dairy cows (n=64) with different vaginal discharge (VD) were
sampled for bacterial identification. The uterine bacteria were first identified by routine bac-
teriological testing methods (n=27) and then by FTIR. Statistical analyses were performed
by kappa’s coefficient and by logistic regression analysis. The agreement between the two
methods had a kappa's coefficient of 0.73 (p<0.001). In addition, the likelihood for bacterial
growth (E. coli and T. pyogenes) tended to increase with VD score (p=0.06), given that the
odds for a positive result to E. coli or T. pyogenes was 1.88 times higher in cows with fetid
VD than in herdmates with clear normal VD. In conclution, FTIR spectroscopy has a good
agreement with routine bacteriological testing methods and the database built with bacteria
from European dairy cows is useful to identify uterine bacteria from Argentinean dairy cows.
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INTRODUCCION

Muchos trabajos han demostrado que las enferme-
dades uterinas como metritis (MT), endometritis clini-
ca (EC) y endometritis subclinica (ES), estan asociadas
a una disminucion de la fertilidad y a un incremento
de los rechazos por causas reproductivas de las vacas
lecheras ' 7. En la mayoria de los casos la causa es
microbiana. Escherichia coli y Trueperella pyogenes
son las bacterias patdogenas mas aisladas de casos de
MT, EC y en algunos casos de ES '>. Otras bacterias
importantes en las infecciones uterinas son Prevotella
sp, Fusobacterium necrophorum y Fusobacterium nu-
cleatum .

Estudios recientes han revelado que las especies
bacterianas aisladas del ttero de vacas postparto son
mas de 200 . No obstante, todavia no se ha descrito
la patogenicidad de las mismas ni la interaccion entre
ellas. Generalmente, para los casos de MT, EC y ES los
veterinarios aconsejan tratamientos con antibioticos de
forma empirica.

Para los casos de MT se recomienda ceftiofur, pe-
nicilina procainica o tetraciclina (SC o IM). Para los
casos de EC y ES se aconseja cefapirina benzatinica
(administracion intrauterina) >'°. Como inconveniente,
se afirma que el uso empirico de antibidticos podria ser
un factor importante en la aparicion de cepas bacteria-
nas resistentes '.

Un estudio reciente reportd que mas del 50% de T.
pyogenes aisladas eran resistentes a amoxicilina, am-
picilina, cloranfenicol, florfenicol, oxitetraciclinas y
penicilinas '*. Asimismo se comunico que el 35% de E.
coli aisladas fueron multidroga resistentes (ampicilina-
cloranfenicol-florfenicol) . Este problema no solo ata-
fie a la medicina veterinaria, sino también a la medicina
humana, ya que muchos de los antibioticos menciona-
dos anteriormente tienen un uso comun.

Por ello, el empleo de antibidticos basado en un
diagnostico bacteriologico podria ayudar a reducir la
resistencia bacteriana 2°. Por lo tanto, disponer de una
técnica de identificacion bacteriana eficaz, relativa-
mente rapida y economica, podria reducir el uso empi-
rico de antibidticos.

La espectroscopia infrarroja transformada de Fou-
rier (TF-IR) es una técnica que permite determinar la
composicion bioquimica (proteinas, lipidos, acidos
nucleicos, polisacaridos) de cualquier material ' . De
hecho, hace algunos afios que se esta utilizando como
método de identificacion bacteriana 7. Gracias a que
los microorganismos son bioquimicamente diferentes
unos de otros, el espectro que generan actiia como una
huella digital, permitiendo diferenciarlos en género, es-
pecie, tipo y serotipo '. Esta diferenciacion se basa en
la distancia espectral entre microorganismos, cuanto
mas distancia haya entre los espectros mayor la dife-
rencia bioquimica entre microorganismos.

En tal sentido, es muy importante poseer una base
de datos con una gran cantidad de espectros de referen-
cia. Contando con una base de datos completa, TF-IR

podria ser un método simple, relativamente rapido y de
bajo costo para la identificacion de bacterias uterinas
patogenas, facilitando el uso racional de antibidticos en
lugar del uso empirico. Por lo tanto, la identificacion
bacteriana por TF-IR podria ser una herramienta muy
util para disminuir la resistencia bacteriana tanto en la
practica veterinaria como en la medicina humana.

Los objetivos del presente trabajo fueron:1) determi-
nar el grado de acuerdo entre marcha bacterioldgica con-
vencional y la TF-IR; y 2) determinar si la base de datos
generada a partir de bacterias uterinas de vacas lecheras
europeas podria ser utilizada para la identificacion de
bacterias uterinas de vacas lecheras de nuestro pais.

MATERIAL Y METODOS

Animales. Para la realizacion del presente traba-
jo se utilizaron vacas Holando Argentino (n=64) de
tambos comerciales de las localidades de Brandsen
(35°17°S, 58°23°W) y Castelli (36°10’S, 57°78°W), Pro-
vincia de Buenos Aires, Argentina.

Evaluacion clinica. La evaluacion clinica se reali-
z6 en vacas entre 5 y 60 dias postparto que no habian
sido tratadas con antibidticos durante los 14 dias pre-
vios al estudio. El examen de las vacas comenzo6 con la
evaluacion de la descarga vaginal (DV) a través de la
técnica denominada “flujeo” manual. Dicha maniobra
consiste en limpiar la zona perineal e introducir sua-
vemente una mano en forma de cufia cubierta por un
guante de tacto nuevo y lubricado. El flujo se obtuvo de
la porcion craneal de la vagina. La DV se clasifico en
4 grados: DVO correspondié a un flujo normal, DV1 a
un flujo con floculos de pus, DV2 a un flujo purulento
sin olor y DV3 a un flujo purulento y con olor fétido.
Debido a la amplitud del rango de dias post parto de las
vacas incluidas en el trabajo, el score de DV fue consi-
derado como una clasificacion descriptiva antes que un
parametro de diagnostico de las enfermedades uterinas.

Muestras bacteriologicas. Las muestras bacterio-
logicas fueron tomadas a cada una de las vacas inclui-
das en el experimento, independientemente del grado
de DV (0-3). Para la obtencion de las muestras se utilizo
la técnica cytobrush con el agregado de una “camisa
sanitaria” para evitar contaminacion proveniente de
la vagina. Para realizar la técnica cytobrush se utilizd
una pistoleta de acero inoxidable (similar a la que se
utiliza para inseminacion) que constaba de dos partes,
una pieza tubular externa y un vastago interno que en
su extremo anterior poseia 1 cm de rosca, al cual se le
ados6 un cepillito estéril utilizado en ginecologia hu-
mana (Medibrush XL®, Medical Engineering Co, SA).
Posteriormente se coloco una vaina de inseminacion
(IVM Technologies, Francia) para cubrir el cepillito y
la pistoleta. Por encima de ésta se coloco una “cami-
sa sanitaria”. Una vez lista la pistoleta se procedio al
enhebrado de modo similar a la técnica utilizada en
inseminacion artificial. En el cérvix, se tird hacia atras
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la “camisa sanitaria” para rasgarla. Pasado el cérvix se
expuso el cepillito al endometrio y en contacto con el
mismo se lo hizo rotar unas 4 veces. Antes de retirar la
pistoleta, el cepillito se retrajo para que quede protegi-
do nuevamente por la vaina plastica de inseminacion.
Una vez obtenida la muestra, se introdujo el cepillito
en un medio de transporte Stuart (Eurotubo, DeltaLab)
el cual se coloco en una caja de poliestireno expandido
con refrigerantes hasta su llegada al laboratorio. Allj,
cada cepillo fue cultivado en un medio agar sangre
base, con el agregado de 5% de sangre ovina desfibri-
nada (Laboratorios Britania, Buenos Aires, Argentina).
Las bacterias se identificaron por las siguientes carac-
teristicas: morfologia de colonia, coloracion Gram, tipo
de hemolisis y pruebas bioquimicas convencionales .
Las colonias bacterianas obtenidas (n=27) fueron con-
geladas a -80°C hasta su envio al Instituto de Micro-
biologia de la Universidad de Medicina Veterinaria de
Viena, Austria, donde fueron identificadas por TF-IR.

Espectroscopia infrarroja transformada de Fou-
rier (TF-IR). En el Instituto de Microbiologia ante-
mencionado, las muestras (n=27) fueron re-cultivadas
en placas de agar sangre a 37°C por 48 a 72 h para ha-
cerlas crecer nuevamente. Una submuestra de cada co-
lonia se cultivo a 37°C por 48 h en agar sangre. De las
colonias obtenidas se tomo otra submuestra y se cul-
tivé en agar tripticasa soya (Oxoid, TSA, Hampshire,
United Kingdom) a 30°C por 24 h . De las colonias
obtenidas en este medio se tomo una “ansada” (I mm
de diametro) de material celular que fue suspendido en
100 ul de agua estéril desionizada y homogeneizada.
Una alicuota de 30 ul de esa suspension fue colocada en
una placa de ZnSe y secada en horno a 40°C por 40 min.
Las mediciones por TF-IR fueron llevadas a cabo cu-
briendo un rango espectral de 4000 a 500 cm™ (Bruker
Optics). El analisis de los distintos espectros obtenidos
fue analizado utilizando OPUS software (version 5.5;
Bruker Optics). La base de datos utilizada para la iden-
tificacion de bacterias uterinas estuvo formada por mas
de 700 especies bacterianas, incluyendo mas de 200 es-
pecies aisladas de vacas lecheras con infeccion uterina
de tambos de Europa '>8:19,

Analisis estadistico. El grado de acuerdo entre la
marcha bacteriologica convencional y TF-IR fue eva-
luada mediante coeficiente kappa, y la probabilidad de
aislamiento bacteriano segun el grado de DV fue eva-
luado por regresion logistica ®.

RESULTADOS

De las 64 muestras bacteriologicas, 9 (14%, 9/64)
fueron excluidas del analisis por contaminacion. Por lo
tanto, se analizaron los resultados de 55 muestras bac-
teriologicas correspondientes a 55 vacas. Dieciocho va-
cas tuvieron DVO (33%, 18/55), 12 vacas tuvieron DV1
(22%, 12/55), 10 vacas tuvieron DV2 (18%, 10/55),y 15
vacas tuvieron DV3 (27%, 15/55).

E. coli fue aislada en 14 animales de 55 (25%,
14/55), T. pyogenes en 12 de 55 (22%, 12/55), y coagu-
lase negativo Staphylococci (CNS) en uno de 55 (2%,
1/55). No se observo crecimiento bacteriano en 28 de 55
animales (51%, 28/55). Las muestras positivas a E. coli,
T. pyogenes y CNS (n=27) fueron enviadas al Instituto
de Microbiologia (Viena, Austria), donde fueron nue-
vamente cultivadas obteniendo un crecimiento bacte-
riano en 25 de 27 muestras enviadas. Las dos muestras
en las que no se obtuvo crecimiento bacteriano corres-
pondian a T. pyogenes.

Por lo tanto, 25 muestras fueron evaluadas por TF-
IR: 14 de E. coli, 10 de T. pyogenes y una muestra de
CNS (Tabla 1).

Tabla 1. Comparacion de los resultados de BAC y TF-
IR (n=25).

BAC
E. coli T pyogenes otros total
E. coli 12 - - 12
TF-IR T pyogenes - 8 -
otros 2 2 1 5
total 14 10 1 25

BAC: marcha bacterioldgica convencional. TF-IR: Espec-
troscopia infrarroja transformada de Fourier. Otros: Strep-
tococcus dysgalactiae, Staphylococcus coagulasa (=), Citro-
bacter feundii y Enterococcus faecium.

El grado de acuerdo entre la marcha bacteriologica
convencional y FT-IR tuvo un coeficiente kappa de 0,73
(95% CI = 0,52-0,95, p<0,001). Si bien no fue significa-
tiva, la probabilidad de aislar E. coli y T. pyogenes ten-
di6 a incrementarse junto con el grado de DV (p=0,06),
siendo el porcentaje de aislamiento de dichas bacterias
de 39% (7/18) en vacas con DVO0, 25% (3/12) en vacas
con DV1, 60% (6/10) en vacas con DV2, y 73% (11/15)
en vacas con DV3 (Figura 1). La probabilidad de aislar
E. coli o T. pyogenes fue 1,88 veces mas alta en vacas
con DV3 que en vacas con DVO0.
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Figura 1. Relacion entre grado de descarga vaginal (0,
1, 2, 3) y aislamiento bacteriano (n=55, p=0,06). BAC:
E. coliy T. pyogenes. SIN: Sin aislamiento bacteriano
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DISCUSION

Si bien la mayoria de los autores concuerda en que
TF-IR es una herramienta que combina alta especifi-
cidad, bajo costo y facil procesamiento, sus estudios
se han realizado comparando dicho procedimiento con
técnicas moleculares complejas y costosas 13,

En cambio, el trabajo aqui realizado compard
TF-IR con la técnica de identificacion bacteriana con-
vencional, ampliamente utilizada por los laboratorios,
proponiendo una alternativa mas eficiente, que brinde
resultados en menor tiempo y a bajo costo. Reciente-
mente se ha reportado que FT-IR facilita y mejora la
identificacion de bacterias causantes de mastitis en
vacas lecheras, al ser comparada con la identificacion
bacteriana por técnicas de rutina '¢.

En el presente estudio se determino que TF-IR tiene
un buen grado de acuerdo con la marcha bacteriologica
convencional. No obstante, hubo 4 casos en los que el
resultado de la marcha bacterioldgica convencional no
coincidio con los resultados de TF-IR. La razoén de di-
chas diferencias podria ser que las especies bacterianas
con caracteristicas similares se confundan en el pro-
cesamiento de la marcha bacteriologica convencional.

Ademas, el tiempo que lleva obtener el resultado de
TF-IR es algo mayor a 3,5 dias, mientras que con la mar-
cha bacteriologica convencional se tarda mas y requiere
mas trabajo . Si bien se ha utilizado la TF-IR para la
identificacion de bacterias uterinas, a nuestro conoci-
miento, éste es el primer estudio que compara TF-IR con
la marcha bacteriologica convencional utilizando mues-
tras uterinas de vacas con distinto tipo de DV %1, Se
requieren mas estudios con mayor nimero de muestras y
con la identificacion de mayor cantidad de especies bac-
terianas para confirmar los resultados aqui obtenidos.

Varios estudios han demostrado que TF-IR tiene un
gran poder de resolucion, lo cual le permite diferenciar
microorganismos a distintos niveles taxonomicos 2.
De hecho, TF-IR es capaz de identificar cambios en la
composicion bioquimica de bacterias cultivadas en dis-
tintos medios o de bacterias que hayan mutado o hayan
variado su composicion bioquimica para adaptarse a un
nuevo hospedador 343821

El punto clave para que esta técnica sea exitosa es
la cantidad de espectros de referencia que contenga la
base de datos ®?*. Cuantos mas espectros de referencia
tenga la base de datos, mayor es el poder de resolucion
de la técnica. La base de datos utilizada en el presente
trabajo fue construida con espectros de bacterias ute-
rinas de vacas lecheras europeas. A pesar de que las
bacterias a identificar provenian de un origen y sistema
de produccion distinto, pudieron identificarse las bac-
terias uterinas de vacas de Argentina.

Por lo tanto, podria postularse que los distintos sis-
temas de produccion varian la prevalencia de infeccio-
nes uterinas pero no el tipo de bacterias que se aisla
de cada caso. Habria sido importante comparar bacte-
rias uterinas anaerobias provenientes de vacas lecheras
europeas con bacterias uterinas anaerobias provenien-

tes de vacas lecheras argentinas, pero las dificultades
de la obtencion de muestras para la identificacion de
bacterias anaerobias a campo y la distancia entre los
laboratorios impusieron que solo pudieran estudiarse
bacterias aerobias.

En futuros trabajos, seria interesante estudiar los
cambios en el espectro de las bacterias cuando éstas se
vuelven resistentes a un antibiotico. Ello permitiria no
solo identificar bacterias de un modo mas eficiente sino
también identificar cepas resistentes.

En el presente estudio, la probabilidad de aisla-
miento bacteriano de una muestra (E. coli y T. pyoge-
nes) tendid a incrementarse junto con el grado de DV.
Este hecho concuerda con el reportado en otro estudio
donde se encontr6 una correlacion entre el aislamiento
de bacterias reconocidas como patdgenas (E. coli, A.
pyogenes, F. necrophorum y Prevotella melaninogeni-
cus) y el grado de DV .

Por otro lado, se hall6 una correlacion significati-
va entre 7. pyogenes y grado de DV (p<0,001), pero
no entre E. coli y el grado de DV (p=0,21) 2. Sor-
presivamente, se registro una alta tasa de aislamiento
bacteriano en vacas con DV0. No obstante, la tasa de
asilamiento bacteriano en vacas con DV0O y DV1 fue
menor que en vacas con DV2 y DV3.

Este resultado concuerda con otro estudio donde se
aislo E. coliy T. pyogenes en vacas con todos los tipos
de DV (0-3), siendo menor en vacas con DV0O y DV1
que en vacas con DV2 y DV3 . Si bien la evaluacion
de la DV podria ayudar a determinar protocolos de tra-
tamiento para reducir el uso empirico de antibioticos
(por ejemplo, tratar con antibioticos solo vacas con
DV2 y DV3), en muchas vacas con DV2 y DV3 no se
asilan bacterias e incluso estd demostrado que en mu-
chas vacas se desarrolla un proceso de autocuracion
sin necesidad de tratamiento.

En conclusion, el estudio demuestra que FT-IR
tiene un buen grado de acuerdo con la marcha bacte-
riologica convencional. La base de datos construida
con espectros de bacterias uterinas de vacas lecheras
europeas puede ser utilizada para identificar bacterias
uterinas de vacas lecheras de argentina.
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