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Agenda

Marta Dalmases

(Licenciada en Quimica especialidad en
Bioquimica, Gerente de Registros y
Farmacovigilancia en Boehringer
Ingelheim)

Una Salud Unica

Oriol Franquesa
(DVM Socio QLLET)
Miembro grupo SOLOMAMITIS
Mastitis por Gram +:
Vision desde la Granja

Anna Jubert
(Directora ALLIC)
Miembro grupo SOLOMAMITIS

Herramientas de Diagnéstico
en Granja

e |la reunion

Susana Astiz
(DVM, PhD Investigadora INIA
Presidenta ECBHM)

Evidencias de Prevalencia de Mastitis por
Gram +

Manuel Cerviino

(DVM, PhD. Técnico de Rumiantes en
Boehringer Ingelheim)

¢Por qué lanzar ahora al mercado una
penicilina intramamaria para el tratamiento
de Gram+?

Pilar Folch

Ingelheim)

(DVM, PhD. Brand Manager
Rumiantes Boehringer
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Capsula

Pared bactedana —

nclusiones citoplasmaticas-
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Antibiotico

Farmaco que inhibe el crecimiento de las
bacterias o las elimina sin lesionar practicamente
el organismo infectado. Los antibacterianos
realizan su accion bacteriostatica o bactericida
interfiriendo en los mecanismos fisiolégicos
bacterianos: inhibicion de la sintesis de la pared
celular, lisis de la membrana celular, inhibicion de

|a sintesis protéica e inhibicion de la sintesis de
los acidos nucleicos
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 Inhiben el crecimiento y

Agentes multiplicacion de las bacterias,

- T no los matan. Requieren de la
Bacteriostaticos intervencion del sistema inmun

* provocan la lisis y muerte de los
Agentes microorganismos

Bactericidas




¢, Qué es la resistencia?




¢, COmo se genera la resistencia?




¢.,Cual es la amenaza?

 En toda Europa alrededor de 33.000 personas mueren
cada ano como consecuencia de las infecciones
hospitalarias causadas por bacterias resistentes.

* Si no se toman medidas de caracter urgente, se estima que
en 35 anos, el numero de muertes atribuibles a las
Infecciones multirresistentes alcanzara las 390.000 al ano
en toda Europa -unas 40.000 muertes anuales en Espana-
y la resistencia desbancara al cancer como primera causa

de muerte.

Fuente: PRAN 2019 - 20




Declaracion de Berlin G20

23. Antimicrobial Resistance (AMR) is a current and increasing threat and
challenge to global health and development of all countries with different
consequences regarding hospital-acquired and community acquired infections.
AMR leads to prolonged treatments, longer hospital stays, higher medical costs,
increased mortality and loss of productivity. AMR causes additional suffering for
patients and financial pressure on health systems. If current trends continue,
infections, including Tuberculosis (TB), can become untreatable, common
surgical procedures, and some complex interventions such as organ
transplantation or cancer chemotherapy will become far more difficult or even
too dangerous to undertake. Thus, AMR has the potential to have a major
negative impact on public health as well as on growth and global economic
stability

G20 Health Ministers, Berlin, Germany 19-20 May 201




¢, Qué
podemos

hacer
nosotros?
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Al igual que las personas, cuando los animales sufren una infeccion,
tienen derecho a acceder a los medicamentos adecuados. El uso de
antibioticos en animales sigue siendo esencial para:

Proteger la salud y el bienestar del ganado

Ofrecer a los consumidores alimentos seguros y saludables

Tratar a los animales y salvaguardar a las familias de la aparicion
de enfermedades zoonoticas (las que pueden transmitirse de
animales a personas).
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Preguntas Basicas en Calidad de Leche

s’ ¢Cudl es la bacteria implicada?

* ¢;,Donde vive dentro de la explotacion?

* ., Como llega hasta la ubre sana?

ik ., Como puedo resolver al infeccion?

‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘




Bacterias implicadas — Toma de muestras
Correcta toma de muestras FORMACION
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Liet . .



Bacterias implicadas — Toma de muestras
Puntos a controlar con regularidad:

* ; Dénde se guarda el material?

¢;,Cada cuanto tiempo revisamos la
formacion?

* Control de contaminaciones

l'et 5P







Bacterias Implicadas- Cultivo en Granja

Interés o inquietud por parte del ganadero

Lugar limpio en la explotacion

Un minimo de casos

Mantenimiento de buenos registros en granja

% Entender el objetivo del sistema. Ventajas y Iimitacio"nes g




Bacterias Implicadas- Cultivo en Granja

El cultivo en granja no substituye al cultivo en un laboratorio
profesional!

- Ampliar la identificacion de los cultivos negativos
- Autocontrol al sistema de cultivo en granja




Granja A:

- 350 vacas en lactacion

Severidad
leve
moderada

aguda

Resultados total
S1 (gram neg)

S2 (Staphylos)

S3 (Streptos)

1 S2S3

C
ontaminada
esconocido

| Antibiético

si

no

Desconocido
matadero directo

% total
12,0
12,0
31,6
4.4
32,3
3,2
4.4

% total
53,8
43,0
1,9
1,3
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Cultivo en granja 2018

Casos totales

Total cultivos

% correspondencia lab.

% coincidencia tratamiento

% solo antiinflamatorio
% antibiético

 otros (secar teto,
matadero, ...)




Granja C: Granja D:
- 1000 vacas en lactacion - 350 vacas en lactacion
— &CS 170 -190

a fria con

Cultlvo en granja 2019

ultivo en granja 2019

Casos totales Casos totales
Total cultivos Total cultivos
% solo antiinflamatorio 103 : Gram negativo 45
% antibiético 43 , Gram positivo 38
s Sin crecimiento 20




;. Donde vive dentro de la explotacion?

. Aguay
Pasillos Bebederos

Piel de los
animales




¢ Donde vive dentro de la explotacion?

 Ubres infectadas de forma cronica

 Interior de pezoneras y otras partes de la




¢ Donde vive dentro de la explotacion?

Comportamiento ambiental vs contagioso




B MasT_1
B MAST_2
B MAST 3
B MasT 4
B MasT_5
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Kate of New Infection

Lactation

Cuenta d= eventos

250
Dias en Leche




Material de encamado

oll il




¢ Donde vive dentro de la explotacion?




¢ Donde vive dentro de la
explotacion?




Higiene de la explotaci




onde vive dentro de la explotacion?




¢ Donde vive dentro de la explotacion?




. Como llega a la ubre sana?

Factores de riesgo:

* Nivel de higiene de todas las instalaciones

 Higiene y limpieza de los pezones en la sala de ordefo
 Funcionamiento de la maquina de ordeno

« Calidad de materias primas en alimentacion y agua

» Salud de pezones

» Vacas infectadas de manera persistente




. Como llega a la ubre sana?




. Como llega a la ubre sana?

Factores de riesgo:

* Nivel de higiene de todas las instalaciones

 Higiene y limpieza de los pezones en la sala de ordeino
 Funcionamiento de la maquina de ordeno

« Calidad de materias primas en alimentacion y agua

« Salud de pezones

 Vacas infectadas de manera persistente
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. Como resolvemos la infeccion?

Puntos iniciales:

Definir un plan sanitario en la explotacion

- Definir todas las patologias habituales, nombre del tratamiento, dosis, duracion, via
adm., tiempo de espera.

Definir tratamientos de 12 y 22 eleccion

Mantener buenos registros para evaluacion de resultados

Arbol de decisiones




MAMITIS CLINICA

Leve

Moderada

Leche snoemal
Sin inflamadcn
Bajads leche 3%

Laches anormal
Com inflamacion
Bujadu leche =19%

- Lache anocemal
- Mucha irflamsoon
- Vo afectadmora

- TOMAE MUESTRA TOMAE MUESTRA e levanis
CULTIVO EN GRANIA [24h] AINE im - Hiperténioa 2 L
- AME
-  Marbofiowacina
- Celdo03L

Diuracion: 5 dims

Tratamiznto 1% slecoicn

- AINE, 3dims

AIME
Amicai- Az Clavulimico [intramam))

Duracion: 3 dias

Tratamisrto I8 sleccion |

- AINE
= Lincomicing [imtramam)
= Quinoiona

Dumcion: 3 diss




. Como decidimos los antibioticos?

- Antibiogramas
- Experiencia

- Analisis de datos de campo




Mastitiserreger im Resistenzvergleich (in %)

Fuente: V. Kr¢




Mastitiserreger im Resistenzvergleich (in %)




Mastitiserreger im Resistenzvergleich (in %)

Fuente: V. Kr¢




Mastitiserreger im Resistenzvergleich (in %)

61
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Fuente: V. Kr¢




Mastitiserreger im Resistenzvergleich (in%)

Fuente: V. Kr¢




. Como decidimos los antibioticos?

- Antibiogramas
- Experiencia

- Analisis de datos de campo




Figure 1. Bacteriplogical cure rate for quarters (n = 659) with clinical maslitis treated with 5 g penethamate or 5 g tylosin daily
for 3 days by bacterial isofate at enrolment (McDougall et al 2007"%)

100 Cure rate (%)
90 -
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Strepub  Staph N Strep dys Multiple
aureus Isnlate

Scott McDougall et al 2007




Table 1. Bacterfological cuve rate reported from clindcal mastitls intervention studies by author, year, pathogen, active and route of freatment,

Pathogen :
Owens et al."! 1988 S, aureus amoxycillin imam + pen parenteral  combined 40 25
1988 5. aureus amoxycillin imam 35 51
McDougall'? 1998  All Penethamate parenteral 157 76
1838 Al Penicillin/Dihydrostreptomycin imam 185 85
1998 S, uberis Penethamate parenteral 126 82
1998 S, uberis Penicillin/Dihydrostreptomycin imam 151 84
Deluyker et al'* 1999  mixed 7 !inc;mvcinfneomvcin imam 120 38
1999  mixed ampicillin/cloxacillin imam 112 22
Taponen et al.' 2003 5. aureus procaine pen + pen/neom combined 86 79
2003 S aureus procaine pen parenteral 41 56
2003 S, aureus spiramycin parenteral 15 33
2003 S aureus amox/fclav + amox/clav/pred combined 24 33
Hoe and Ruegg'® 2005  Mixed pirlimycin imam 133 38
McDougall etal™ 2007 All Penethamate parenteral 325 82
2007 Al Tylosin parenteral 334 84
2007 5. uberis Penethamate parenteral 253 88
2007  S. uberfs Tylosin parenteral 235 90
2007 5. aureus Penethamate parenteral 18 33
2007 5. aureus Tylosin parenteral 22 32
McDougall etal” 2007 Al penicillin imam 230 75
2007 All cefuroxime imam 219 70
2007 Al Penicillin/Dihdyrostreptomycin imam 248 76
2007 S, uberis penicillin imam 117 91
2007  S. uberis cefuroxime imam a2 95
2007 S, uberis Penicillin/Dihdyrostreptomycin imam 115 96
2007 5. aureus penicillin imam 48 33
2007 5. aureus cefuroxime imam 51 28
2007 5. aureus Penicillin/Dihdyrostreptomycin imam 60 38
Bradley & Green™ 2009 mi-ﬁed cephalexin/kanamycin imam 236 37
2009  mixed cefquinome imam 144 38
2009  mixed cefoperazone imam i11 22




.   _.  5 ; _ e ANT|B|OT|CO BACTERIA e CONTROL _ o

dias % cur dias %cur

Hillerton et al Penetamato, Strep uberis 3 79 6 100
2002 DHestreptomicin
a, Framicetina

Oliver et al Pirlimicina Strep uberis
2003
Oliver et al Pirlimicina Strep uberis
2003

. Oliver et al Ceftiofur Strep uberis
2004 (experimental)

Truchetti 2011 Ceftiofur S. aureus
Streptococcus
Total




Journal of Dairy Research (2014) 81 424-433.
doi:10.1017/50022029914000442

© Praprietors of Journal of Dairy Research 2014

Efficacy of standard vs. extended intramammary cefquinome
treatment of clinical mastitis in cows with persistent
high somatic cell counts

Jantijn M Swinkels'*+, Volker Kromke
Table 3. Descriptive data of bacteriological cure (%) by bacterial
group after standard (n=203), 1-5-d, and extended (n=206), 5-d,
cefquinome treatment of 409 clinical mastitis cases in cows with
persistent high SCC from 20 different herds in Germany. Numbers of
cures divided by the number of cases are presented in parenthesis

- Mamitis clinicas en un
solo cuarto con alto RCS
por al menos 2 meses

- Tratamientos 1,5d y 5d
con cefquinoma

Bacteriological cure

Bacterial category Standard Extended

: Enterobacteriaceaet 1(39/48) 3 (38/46)

- 115 Strep uberis y 32 Esch. coli 3 (25/27) 85 (23/27)

Staph aureus Staphylococcit cze,mm 8 (15/26)
-2 cultivos post-tratamiento Staph. aureus 64 (14/22) 40 (4/10)

- Streptococci§ 65 (50/77) 83 (63/76)

a14y21dias Str. uberis 64 (36/56) 81 (48/59)

Other9 79 (26/33) 83 (34/41)

Total T2 (12711 77) 78 (135/172)



. Como decidimos los antibioticos?

- Muchas veces estos datos no cuadran con nuestra
realidad en el campo

- ¢Como analizar nuestros propios datos?

- Es muy complicado hacer una correcta evaluacion de los
tratamientos:
- Bacteria implicada
-  Primer caso o caso recurrente
- Historial previo de rc
- Num lactacién
- Dias en leche

S = (oF




. Como decidimos los antibioticos?

- Asumimos un margen importante de error a

cambio de la simplicidad o la practicidad

- A partir de datos de:

- Mastitis clinicas

- RCS individual de control lechero




Table 3
Calculation of key performance indicators for clinical mastitis®

Indicator Calculation® Suggested Goal

Incidence Rate Sum of first cases occurring in the < 25 new cases per
appropriate time period® divided by 100 cows per year
average number of lactating cows in
the same time period®

Proportion of cases scored 3 Number of severity score 3 cases 5%—20% of total cases
(severe) occurring divided by the total
number of cases occurring

Proportion of cases that die  Number of cows experiencing mastitis 2%
cases that resulted in death divided
by the total number of cows
experiencing mastitis

Proportion of cases requiring Number of cases that have the initial <20%"

treatment changes treatment protocol changed or

supplemented because of
nonresponse divided by the total
number of detected cases’

Proportion of cases that are  Number of cows with second or
recurrent (second or greater case of mastitis occurring
greater treatment) =14 days post treatment divided by

the total number of cases of mastitis

Proportion of cows with =1  Number of cases with 2+ quarters <20%4
guarter affected affected divided by the total
number of cases

Number of days milk Sum of the number of discard days for Dependent on
discarded (per case) the time period divided by the total recommended
number of cases treatment protocol

Percent of herd milking with Number of cows milking with <4 <5%
<4 gquarters quarters? divided by the number of
lactating cows

ew perspectives in udder health management. Pamela L. Ruegg




. Como decidimos los antibioticos?
<200

(rcs previo al
caso)

<200 >200

<200 >200 <200 >200




. Como decidimos los antibioticos?

- A partir de RCS individual puede ser muy inconsistente y muy erratico

10.0

9.0

8.0

7.0

0 k-0
" A
o
'_-' k. b \
* 4.0 -
0 3.0
0
—
3 E1D -
—
‘v 1.0 Ny
U
0.0 p - —_— QG
0 5 10 15 20 25 30 35 4o
Dias
—Normal E. colj=—S. gureus S. uberis

- Curacion bacterioldgica a los 14 o 21 dias post tratamiento

Fuente: Paolo Moroni NMC Milar
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|dentificar el germen que nos causa problemas dentro de la explotacion

Reducir mediante manejo su presencia en la granja. Maximizar la
higiene

Controlar los factores de riesgo que llevan a una infeccion y desarrollo
de la mamitis clinica

Elaborar un plan de diagnostico en granja para optimizar el uso de
antibioticos orientado a los Gram positivos

Evaluacion continua de resultados (asumir margen de error)
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qllet@gllet.com
www.dllet.com

, @q_llet







Anna Jubert (ALLIC)
Herramientas de Diagnostico en Granj

Cultivo bacteriologico en granja como
herramienta de apoyo en la toma de
decisiones del tratamiento de las
mastitis clinicas bovinas




Veterinario: medidas para reducir el uso de antibiéticos en animales de produccion.

Situacion actual

Desinfeccion de los pezones después del ordefo

Mantenimiento periodico del equipo de ordefo

Tratamiento precoz de TODOS los casos de mastitis clinica

Eliminacion de vacas cronicas

NTANT AT AT

Tratamiento de TODOS los cuarterones de las vacas en el momento

del secado

5 puntos de control en calidad de |
FUENTE: NIRD (National Institute of Research on dairying) :

A=
2




Veterinario: medidas para reducir el uso de antibiéticos en animales de produccién

Nuevos enfoques

g
g
;
c]?

Tratamiento selectivo de los casos de mastitis clinica

Tratamiento selectivo en el secado

Medidas de higiene exhaustiva y estrategias de buenas practicas :
Reduccién de la incidencia de infeccion

Promover la utilizacion de pruebas diagnosticas rapidas para
identificacion de patdogenos y reducir uso de antimicrobianos

Evitar la alimentacion de los terneros con leche de deshecho de vacas
tratadas con antimicrobianos




Veterinario: medidas para reducir el uso de antibioticos en animales de produccion.
Tratamiento selectivo mastitis clinica

A menudo resulta un tratamient
inadecuado, casi el 50% de los
casos de MC se tratan de mane
inapropiada o innecesaria.

.- Gasto inutil de medicamentos
.- Aparicion de resistencias

.- tiempos de espera en leche
largos

agnostico laboratorial = 72 horas
(envio y siembra),

oermiten esperar el resultado para
ar una terapia antibiotica orientada

Implantaciéon de terapia antibidtica
de amplio espectro
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Veterinario: medidas para reducir el uso de antibioticos en animales de produccion.
Tratamiento selectivo de los casos de mastitis clinica

Se ha demostrado que en el caso de mamitis clinica leve o moderada causada
por bacterias gram - como E.coli, no mejoran significativamente las tasas de
curacion. (Barlow,2011;Suojala et al.,2013:Persson et al.,2015 )

Ademas las IMI causadas por levaduras, Prototheca spp., Mycoplama spp o
casos sin crecimiento bacteriano en la investigacion microbiolégica convencional

no justifica ningL'm tratamiento terapéutico (Roberson et al.,2004; Hoe y Ruegg,2005; Lago et
al.,2011; Roberson,2012)

Sin embargo, el tratamiento antimicrobiano de las inflamaciones de la ubre
causadas por bacterias gram+, especialmente Streptococcus o Stahylococcus

puede mejorar significativamente las tasas de curacion bacterioldgica (Roberson,
2012)



Veterinario: medidas para reducir el uso de antibioticos en animales de produccion.
Tratamiento selectivo de los casos de mastitis clinica

Tenemos herramientas

para rapida diferenciacion
il e ptdnce o e ¢Qué buscamos?

Permite tomar decisiones




Veterinario: medidas para reducir el uso d

antibiéticos en animales de produccion:

Cultivo en granja: ; Qué nos aporta?

Exigencia &0

n fu\UTO pr

oXIMo

Nos va ayudar a
DECIDIR cual sera
el TRATAMIENTO

de eleccion

“CULTIVO para
TRATAR”

Ni mucho menos
se va a llegar a un
DIAGNOSTICO
ESPECIFICO

(identificacion
precisa)

No remplaza al
Laboratorio de
diagndstico
habitual:

“CULTIVO para
DIAGNOSTICAR”

ELECCION
Nos permitira un RESPONSABLE
TRATAMIENTO DEL
TEMPRANO de la ANTIBIOTICO,

infeccion sin
arriesgar la salud y
el bienestar de los
animales.

Terapia dirigida,
consistente y con
criterio
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animales de produccion:

| tratamiento

ISIOnhes en e

Toma de dec

INiCa

1 4

de mastitis cl

= Determinar la GRAVEDAD de la mastitis clinica:
GRADO 1 (leve), GRADO 2 (moderada), GRADO 3 (Grave)

Did you know that not all clinical mastitis
cases has to be treated with antibiotics.
In up to 60% of mastitis cases, cows are
classified as either Grade 1 or Grade 2 and
as such otherform of treatment is suitable.

En los resultados del CULTIVO, que pueden ser obtenidos dentro de las
24 horas: las decisiones de tratamiento se basan en gran medida en la
distincion entre crecimiento gram+, crecimiento gram- y ausencia de
crecimiento (Lago et al., 2011; Cameron et al., 2014).

Permite realizacion de tratamiento justificado

V

Reduccion del uso no adecuado de antibidticos

N/

Minimizacion del consumo de antibioticos




parte de los ganaderos en la salud de la ubre y en el
uso de AB

Puede llegar a reducir el uso de antimicrobianos en un 50%
(2011, J.Dairy Sci.94:4457-4467, Lago et al)

Menos leche descartada

mentales

ION:
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Toma de muestra de leche del cuarteron

3uenas practicas y Consejos

npoud op sejewiue us
jue ap osn |9 J1onpal

boratorio  equipamiento  Eliminacion interpretacio




o

.=
] s
O

= [

. '




Toma de muestras del cuarteron

|

Lavarse las manos y utilizar guantes
desechables antes de cada muestra

=S

[

Rotular el tubo de muestras
(Fecha/Granjal#vacal/cuarteron)

DD = delantero derecho

DI = delantero izquierdo

TD = trasero derecho

Tl = trasero izquierdo
Cepillar la suciedad, pelo de la ubre
y restos de cama o materia
organica. Lavar, aclarar y secar la
ubre

Desechar 3-4 chorros para
eliminacion de bacterias del canal y
observacion caracteristicas de la
leche

Sumergir cuarterones en
desinfectante pre-ordeio durante 30
segundos ol ;‘

Ea -

w o el

Secar pezdén con papel de un solo
uso




Toma de muestras del cuarteron

A
W
W
A
|

- '/ ‘
Abrir tubo antes de la toma de muestra, mantener en horizontal, sostener tapon con

una mano. No tocar interior del tubo. D|r|g|r 1-2 chorro pezon, mclmando 45°| tubo
hasta llenarlo a la mitad. Volver a tapar el tubo

Limpiar punta pezén con algodon/gasa alcohol 70% (uno por gl
cuarteron). De los pezones mas alejados a los mas cercanos

Poner tubo de muestra en hielo o nevera hasta siembra. Si éstano « '
puede hacerse antes de 24h, congelar t N ‘

Desinfectar o cambiar guantes para tomar siguiente muestra




Tomar la muestra antes del tratamiento con
antibiotico

No mezclar muestra de varios cuarterones afectados (recoger
leche de cuarterones individuales)

Evitar contaminacion ambiente

no suficientemente limpio
sucias
Ooma de muestra abierto antes de tiempo




ria crecimiento
‘cuando no se seca bien el pezon o si

fectante queda en los guantes

Si <5%
= Buena

>N

uestras individuales contaminadas
técnica de muestreo. Sino revisar

de muestreo

pulacion de muestras

s de cultivo




Tomar la muestra con la
ubre llena

Sera maés facil y menos probable que
se contamine .

Tomar la muestra en sitio
lo mas limpio possible

Lugar mas optimo es en la sala de
ordefio

Cambiarse de ropa si
hay estiércol (ojo con
las mangas)

Ojo con las mangas

Poner muestra en frio lo
antes possible

Menos de una hora

Usarguantesy | | a laboratorio de
desinfectarde | | referencia para
] muestra a muestra prueba
2 confirmatoria
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Dedicar zona de la
explotacién a tareas de
laboratorio

| » Superficie de facil limpieza y

desinfeccion
« Sin corrientes de aire
« Sin oscilaciones de temperatura

Material

* |[ncubadora a 37° con termdmetro de
facil lectura para monitorear

« Guantes y escobillones o micropipeta:
esteriles

» Bolsa sellada para residuos
 Alcohol 70°, lejia diluida

37°C +/- 2°C




Cultivo en granja: sie

ginfectar zona de trabajo

guantes. Desinfectar entre muestra y muestra

muestra esta congelada, dejar que se
congele completamente en la nevera

r hisopo o micropipeta nuevo para cada
stra

residuos generados (placas/tubos/pipetas) se
psideran de riesgo biologico potencial

mbra e incubacion

ar suave: invertir el tubo 15 veces

lar placa/tubos del kit

siembra con hisopo: saturarlo de leche (8-10

omar leche grumosa ni con coagulos

brar en cada medio. Antes de sembrar en cad
ion de la placa o tubo, volver a sumergirlo en
he.

a en incubadora, pre-ajustada a 37°C, boca
o

gelar las muestras




 Biplacaotriplaca

Market overview

APID

Triplate with 3 selective media.
Fer Gram-negative ba ia, for
Staphylozocci and for
Streptococci growth

VETOSLIDE

Biplate with 2 selective media.
For Gram-positive and Gram-
negative growth

PETRIFILM™

e

Preventive Veterinary Medicine

aharion ofpetrfi™ patesasa 2-hrapid ()
diagnastic kcst for ‘mastitis ona dairy farm

Aot st Micoie Knorr, i Hencrik cuch',

AerobicCount (AC)-Petrifilm™
ColiformCount (CC)-Petrifilm™
Differentiation between Gram-
positive and Gram-negative
bacteria

(Mansion.da Yries et a1, 2014)

Market overview

PETRIFILM™

[r——

Preventive Veterinary Medicine

mastitis on a dairy farm

Rocoie Ko, i encrie Pouch',
s sk

AerobicCount (AC)-Petrifilm™
ColiformCount (CC)-Petrifilm™
Differentiation between Gram-
positive and Gram-negative
bacteria

(Mansion-de wies ot al, 2014)

Triplate with 3 selective media.
For Gram-negative bacteria, for
Staphylococci and for
Streptococci growth

(Ganda etal , 2016)




Market overview

fLeimbach and Kromier, 2018) Culture based diagnosis that consists of 2 test
tubes containing a pink test medium that can
differentiate between Gram-positive cocci,
coliform bacteria and no growth




« Rapidez (12/24h)

« Simple

| * Facil interpretacion

| » Fecha caducidad larga

ar en
ncion de | ¢ ldentificacion principales
patogenos
* Precio

O | el



"""""""" . ':i;i:i:i_i i;i:i;if :i:i . SenS|b|I|dad Capacidad del método de detectar la presencia del

. | microrganismo objetivo. Si el objetivo del test es la deteccion de GRAM +, €
tendra una alta sensibilidad si es capaz de detectar correctamente los gram

Parametros Bt

. Espemficidad: Capacidad del método de detectar la no presencia del

a eval Uar microrganismo objetivo. Si el objetivo del test es la deteccion de GRAM +, el
tendra una alta especificidad si es capaz de dar como negativo la no presenc
en Ia (ausencia) de gram positivos

» Capacidad discriminar contaminacion
« Capacidad discriminar crecimiento mixto

r

CULTIVO EN GRANJA

alide

RESULTADOS POSITIVO RESULTADOS
NEGATIVOS

MUESTRA POSITIVA
(TOTAL 100) 90

METODO DE SENSIBILIDAD
REFERENCIA

(TOTAL 200) MUESTRA NEGATIVA

(TOTAL 100) 80
ESPECIFICIDAD



Cultivo en granja: diferentes tests

El veterinario junto con el ganadero

evaluaran el test y en funcion de los

resultados aplicaran el protocolo de
actuacion




ULTIVO CLASICO: Medio de cultivo: Agar Esculina, Incubacién: 372C en condiciones de aerobiosis, Lectura: 24 y

18 horas, Interpretacion de resultados:

CULTIVO PURO:

5i 1 0 2 morfotipos estan
resentes en la placa de
agar sangre

Cultivo puro con colonias aisladas  Cultivo puro con colonias poco aisladas  Cultivo puro mayoritario con subcul

MUESTRA

CONTAMINADA:

5i tres 0 mas tipos de
bacterias estan presentes

CONTAMINADAS < 5%

MUESTRA SIN puede indicar que el cuarto no fue infectado verdaderos negs

Muestra contaminada

CRECIMIENTO: el cuarto estaba infectado pero el sistema inmune de la vaca ya ha respondido a la verdaderos negs
infeccion y elimina las bacterias antes de tomar la muestra: esto es comun en
infecciones Gram -

errores en la toma de muestra: desinfectante, almacenamiento incorrecto, vaca tratada  falso negativo
AB
.

algun tipo de bacterias no crece en las condiciones estandar de incubacion (por falsos negativos
ejemplo, especies de Mycoplasma o otros microorganismos anaerobios)




CULTIVO CLASICO CONVENCIONAL

CULTIVO

para DIAGNOSTICAR

TEST EN GRANJA
CULTIVO para TRATAR

CLASIFICACION RESULTADO RESULTADO LIMITACIONES
COCOS Staphylococcus aureus Gram positivos (GP)
GRAMPOSITIVOS Staphylococcus coagulasa
negativos (SNC)
I EEDEHE Ve La mayoria de kits son utiles para la diferenciacion de categorias amplias (C
Enterococcus spp. : . . . )
. y GN), pero son menos fiables cuando se aplica un diagnéstico a nivel de
Streptococcus dysgalactiae . .
. género y especie.
Streptococcus agalactiae
Otros Streptococus
BACTERIAS Escherichia coli Gram negativos (GN)
COLIFORMES Otras Bacterias coliformes
PATOGENOS DE Pseudomonas spp. No crecimiento Hay microorganismos tardios (necesitan mas tiempo
. - NO AFECTA AL
CRECIMIENTO Corynebacterium spp. para su crecimiento): Pseudomonas,
LENTO Trueperella pyogenes Corynebacterium, Streptococcus de crecimiento OBJETIVO
peretia pyog targo o  SHEp (TRATAMIENTO MC
Otros PATOGENOS Bacillus spp. No crecimiento Al utilizar medios selectivos para la diferenciacion NO AFECTA AL
Prototheca spp de Gram positivos o Gram negativos hay OBJETIVO
Levaduras microorganismos que no creceran, como Prototheca, | (TRATAMIENTO MC
Nocardia Levaduras, Nocardia, Bacillus
INFECCIONES Infecciones mixtas por cocos gram Gram positivos
MIXTAS positivos Gram negativos . . : . :
. , . : Hay kits que no pueden reconocer infecciones mixtas no uniformes
Infecciones mixtas por bacterias depende del kit , I . . X
coliformes (patégenos Gram positivos y Gramnegativos simultaneamente)

Infecciones mixtas no uniformes

CONTAMINADO

Contaminado

depende del kit

Hay kits que no pueden discriminar muestras de leche contaminadas. Algun
de ellos, en este caso obtendremos como resultados GP o GN.

NO CRECIMIENTO

No hay la bacteria/desinfectante/

bacterias anaerobias (Mycoplasma)

No crecimiento




Sistemas de biplaca y triplaca del cultivo facil Minnesota
http://dairyknow.umn.edu/topics/milk-quality/minnesota-easy-culture-system-user-s-g
Minnesota (Ref. 2014 J.Dairy Sci.97:3648-3659)

Lectura e interpretacion

......................... MinnesotaEasy®CultureSystem
. ' - User’s Guide

Cuadro 1. Protocolo de cullivo en granja

.............................. + Tomar una mueshra en un fubo esféri A
I | . Yomarnamuesho en un ubo el | AL L

e cuarto afectado
G : b : ChmhE : b : L * Sembrar las biplacas e incubar en la estufa a 37°C

Pros - T

E

L
.......................... e ]

.............................. _- * Congelar la muestra para envio al laborafoire
* leeralas 12-18 horas

e

Conirashs levman et Balndieinceclong Gromao e o ;s . B L

.......................................... : Incubar 12-18 horas

Estos sistemas son menos fiables para llegar a los niveles mas detallados de diagnéstico distintas de S.aureus,

por ejemplo otras especies de Staphylococcus, Strep.uberis, Strep. dysgalactiae, E.coli, Klebsiella ... Minnesota
(Ref. 2014 J.Dairy Sci.97:3648-3659)

Sin crecimiento Gram +



Lectura e interpretacion

Triplaca VetoRapid® . .

Market overview

VETORAPID VETOSLIDE

|

Pros =, ',

Biplate with 2 selective media.
For Gram-positive and Gram-
negative growth

(Maicata ot al, in preparation)

Contras - -Prototheca Levaduras Nocardla Bacnllus NOAF‘ECTA:AL ........ -:ﬁi-ifi-if

- OBJETIVO (TRATAMIENTO MC)



Triplaca VetoRapid®

arios estudios han validado el sistema:

Es una herramienta de diagnostico que permite la facil identificacion de los
patogenos mamarios mas comunes causantes de mamitis clinica: E.coli,

Es una herramienta que permite una prime
cinco causas mas comunes de mastitis b

campo: E.coli, S.aureus, S.coagulasa negativos, S.uberis y Enterococcus spp.
Ref. 2014, Viora et al., Veterinary Record 175, 89. http://dx.doi.org/10.1136/vr.102499

Evaluation of a culture-based pathogen identification kit for bacterial
causes of bovine mastitis
L Viora, MVB, MRCVS', E. M. Graharm, MVB, MVM, PhD, MRCVSZ, D. . Mellor, BVMS, PhD, DipECVPH, MRCVS', K. Reynolds, MIBMSZ,

P.B. A Simoes' and T.E. Geraghty'

en mastitis clinicas bovinas — poster, c. 2019. EVALUACION DE DOS TESTES DE CULTIVO BACTERIOLOGICO
PARA APOYAR LAS DECISIONES DE TRATAMIENTO EN
MASTITIS CLINICAS BOVINAS - POSTER, C. 2019.

NEMB fa) |




Lectura e interpretacion -
Sistema ACCUMAST® e

Section

Streptococcus Gram negative Staphylococcus

- :_:_:_:_:_::_::_:_:_::_::_:_____ _::_:_:_:_:_::::_:_:_:_:_::_ ______:_::_::_::_:;:_:-:_:;: !mpmmmp | q o !s;aphyzmwmm|

Ente: QCOCCUS SP. Pseudomonas P Staphylococcus sp.

------------ SRS iR Bl ER s s B R R AR B D Fig 2. Flow-chart for on-farm diagnosis of mastitis pathogens based on Accumast.

doi:10.1371/journal pone. 01553149002

RESZARCHAFTICLE

C t . . : Evaluation of an On-Farm Culture System
O n ra S ................................................... g e (ACCUmOSt) for Fast Identiﬂcﬂnon of Mllk

.......................................... . ; R - Pathogens Associated with Clinical Mastitis i

................................................. Dairy Cows
...... i - g Erike Rafael Decter,
..................................................... i . — e Rodrigo Carvalho Bicalho*
...................................................... - Lt = yee
2 e e e e e e e e e e e e e e e e e e e o e ) St b Srpme: ey U(prl oy [ y  Carnell
...................................................... . R

2016, Ganda et al., PLOS ONE, journal.




PETRIFILM™

LeCtu ra e interpretaCién Market overview

Sistema PETRIFILM 3M®: 2 placas (films) I—

. . s . AerobicCount (AC)-Petrifilm™
s ColiformCount (CC)-Petrifilm™
Differentiation between Gram-
positive an: -negative

2

e R R e e : Milk production

Comparison of an evidence-based
- s andaconventionalmastitistherapy

L C()ncept With regard to cure rates
Yl and antibiotic usage

E.M. Mansion-de Vries*?, . Liicking™*, N. Wente’, C. Zinke', M.Hoedemaker?, \. Krémker'

1 University of Applied Sciences and Arts, Facuity Ii, Microbiology, Heisterbergallee 12, D-30453 Hannover r, German y
2 Clinic for Cattle, Honover University of Veterinary Medicine, Foundation, Bischofsholer Damm 15, D-30173 Hannover, Germany

Date submitted:24/02/2016 Date accepted: 06/06/2016

Volume/Page(s): 69/27-32

. 2018, Kromker et al.;
2016, Mansion-de Vri
Accuracy of 12h-Petrifilm™-plates as a rapid on-farm test for evidence- 2014 Mansion-de Vrie

. : . 2013,Gitau et al.
based mastitis therapy on a dairy farm in Germany Ay

McCarron et al.;

Article in Milchwissenschaft - July 2018



iy,

S *w;_ J. Dairy Sci. 101:6357-6365
;% https://doi.org/10.3168/jds.2017-14198
U, =ered”  ©Amencan Dairy Science Association”, 2018.

Lectura e interpretacion

ASTDECIDE®

____________________ Market overview

SYCAN jy

Laboratory evaluation of a novel rapid tube test system
for differentiation of mastitis-causing pathogen groups

&

S. Leimbach' and V. Krémker
University of Applied Sciences and Art, Faculty Il, Microbiology, Heisterbergallee 104, 30453, Hanover, Germany

Kromber et |.,J.DairySci.101:6357-636¢%

.................. MASTDECIDE

m )
>

...... W

- e
""""""""""" e ot o o o para 'el dua'gnosuco de 'grup'os de '
______________________ rubes Hb.w‘;e“é,;nT:S:E;“w;. paiogenos Resultados: 12-14h
... . (e Pros - m‘_’??t?a_s'_ S_'“_C_"‘?‘?'_m_“?n_t‘?_s_o_"‘_

MEDIO 2

lanco) (tapon amarillo)

IENTO GRAM RESULTADO LSECELEU S DB | caducidad (8 meses en refrigerac
RIANO POSITIVO
\CO ROSA GRAM - E.coli, Klebsiella spp, otros coliform (Citrobacter,

) (-) /Coliformes Enterobacter)
InfeCCién miXta de Gram - BN TN e T e S Tr T
I\CO BLANCO GRAM + S.aureus,CNS,S.uberis,S.agalactiae,S.dysgalactiae,
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mescienmiadecram+ 0 HEEEEEEEESS &A@
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Conclusiones

El veterinario junto al ganadero evaluaran test d
diagnostico y protocolo de actuacion

Calidad de la muestra de leche: garantia éxito para el
diagnostico

« Si mas del 40% no hay crecimiento: revisar protocolo to

y kit

 Si hay < 5% muestras/cuarterén contaminadas = Buena
« Enviar muestras a lab de referencia para confirmacion ¢

Cultivo en granja es una herramienta indispensable
para toma de decisiones

- Buena herramienta para la diferenciacion de mastitis GP

mastitis

no GP pero no reemplaza al laboratorio de diagnéstic

« |deal como primera actuacién pero en caso de repeticion

mastitis, es necesario enviar muestra al laboratorio para
identificacion y antibiograma .

* No implementar ningun sistema de prueba a en rel
Mycoplasma spp, Prototeca spp o Trueperel jogenes
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Susana Astiz (INIA)
videncias de Prevalencia de Mastitis por Gram

Eficacia del uso prudente de bencilpenicilina
(Ubropen® 600 mg suspension intramamaria
para vacas en lactacion, Vetcare OY) y
Meloxicam (Metacam® 40 mg/ml solucion
inyectable para bovino y caballos. Boehringer
Ingelheim Vetmedica GmBH) en el tratamiento
de mastitis clinica de grados 1, 2y 3.
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Estudiar la prevalencia de los diferentes grados de mastitis.

Estudiar la prevalencia de los patdgenos causantes de mastitis
clinica (MC).

Evaluar |la tasa de curacion clinica de una suspension intramamaria
de penicilina (bencilpenicilina) para vacas en lactacion en el
tratamiento de mastitis producidas por germenes sensibles.




ESTUDIO DESCRIPTIVO, PROSPECTIVO
ALEATORIZADO

GRAVEDAD DE
LAS MASTITIS
CLINICAS
Grado 1

Multicéntrico: 5 grupos vet; 14 granjas

Grado 2

Grado 3
Informacion: vaca, partos, DEL,

Desarrollo: inclusion, toma muestra,
tratamiento (Ubropen y Metacam) y
seguimiento para el estudio descriptivo

DEFINICION

Leche aspecto anormal. Presencia de
grumos
Leche aspecto anormal. Presencia de
grumos. Inflamacion del cuarteron.
Leche aspecto anormal. Presencia de
grumos. Inflamacién del cuarterdn.
Vaca enferma y fiebre







Resultados descriptivos
(estudio espanol) Datos preliminares

DESCRIPTIVOS
DEL medio= 135,4% 92,11 (10-360); partos= 2,4 1,2 (1-5)
48 casos completados hasta dato de curacion
37 muestras con crecimiento, 29 con aislamiento especifico e identificacion
68,8% de casos se tratan de manera simple (3d; 33/48)..
Cuarterones afectados:

CUARTERON

DD |27,10%
DI1|33,30%
TD|14,60%
T1|25,00%




Resultados descriptivos

(estudio espanol) Datos preliminares

Grado de mastitis y bacteriasLGram+
N=48; con aislamiento 29 casos

El 56,3% (27/48) grado 1y 41,7% (20/48) grado 2y 2,1%
(1/48) caso grado 3 o grave.

58,6% (17/29) causadas por germenes Gram positivo.

62,5y 58,3% de los casos de CM con gravedad 1y 2
fueron germenes Gram positivos (Caso grado 3, no fue
Gram +).




Resultados descriptivos

(estudio espanol) Datos preliminares

Fr i otros

8,6%




ULTADOS prevale

udio espanol; datos prelimina

Casos con aislamientos especificos

Sirep. uberis
}@pf. géllolyticus
dysgalactiae
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Resultados eficacia

(estudio espanol) Datos

Tasa de curacién global

b

= NO-CURADA = CURADA

preliminares

Porcentaje de curacion global con
el tratamiento de Ubropen (y
Metacam): 79,2% (38/48)

82,4% de las Gram+ (14/17) dan
curacion clinica (66,7% en resto de
gérmenes; 8/12).

Curacion segun grado: 74,1% en

grado 1 (20/27) y 90,0% (18/20) en
grado 2

81,8% (27/33) de las que reciben
3d de tratamiento cura; 73,3% de
las de 5d de tratamiento (11/15).




Resultados eficacia
(estudio espanol) Datos preliminares

Solo se observan dos recaidas (2/38); era caso grado 1 (Enterococcus
gallinorum; Gram+ y un Strept. uberis) sensibles a Ubropen y con tres dias de
tratamiento ambos; cuarterones delanteros

Resultado de regresion logistica: no conseguimos detectar ningun factor como

significativamente asociado a la curacién o no:

Las variables no estan en la ecuacion
Tasa de curacion global Puntuacion
Variables GRUPO VET 0.661

GRUPO VET(1) 0.207

20,83% GRUPO VET(2) 0.049
EXPLOTACION 6.650

| EXPLOTACION (1) 0525
EXPLOTACION (2) 6.462

] EXPLOTACION (3) 0.179

DEL 0.481

PARTOS 1.838

CUARTERON 2.022

CUARTERON(1) 1.131

CUARTERON(2) 1.750
GRADO MAMITS(1) 1.750
TTO INTENSIVO SIN(1) 0.179
= NO-CURADA = CURADA GRAM + (1/0)(1) 0.525
Estadisticos globales

Alala ala N alaaaawa aN




Resultados sensibilidad

sensibilidad intermedia. Todos de granjas diferentes

Caso 1: Strep. gallolyticus

Caso 2: Staph. aureus

Caso 3: Staph. CN

Caso 4: Strept. uberis
Otros resultados interesantes: 8 identificaciones de S.uberis. 5 sensibles a
Ubropen (62,5%); 2 intermedios y 1 resistente (12,5%); ademas, resistente a

clindamicina y eritromicina, tetraciclina en tres casos. Una resistencia a
Ubropen.

Factor granja determinante.




Comentarios

Resultados preliminares: son pocos datos.

Estudio epidemiologico, aunque prospectivo:
Pocos casos/granja
Necesitamos mas tamano de muestra y mas muestras por granja

Pero...




Estudio de campo holandes (2018)

11 equipos veterinarios y 82 granjas

Casos de MC grados 1 y 2 para tratamiento con
Ubropen (3 6 5d)

n=253 (90% grados 1y 2)
Datos de curacion clinica y bacteriologica




Resultados estudio hc

Prevalencia grados de mastitis : 1,
2y 3
El 80% de los patégenos
causantes de CM de grado 1 (n
=89) y grado 2 (n = 135) fueron
gérmenes Gram +.

Tasa de curacion global: 81%

landeées

I Grade1 (n=52)

37(2,5)

Mastitis severity I Grade 2(n=79)

Mean day of clinical cure in days (min, max)

Clinical cure (%)

Slaph CNS Strep. Strep. (ther E Cali lflubsiella No growth  Contamination

alactiaﬂ (ram
Aureus Ul}a Dysg potive
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Muchas gracias!!




