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DESCRIPCION

Utilizacién de bacterias probidticas en el tratamiento de una infeccion.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a la utilizacién de cultivos vivos de bacterias probidticas apatdgenas o sobre-
nadantes de dichos cultivos en la realizacién de una composicion para el tratamiento de infecciones bacterianas, que
consisten en mastitis de naturaleza infecciosa. En particular, la presente invencion tal como se ha definido anteriormen-
te comprende la utilizacién de cultivos vivos de Lactococcus lactis o el sobrenadante de dichos cultivos. La presente
invencion tal como se ha definido anteriormente se refiere a la utilizacion de bacterias probidticas “inocuas’ de una ca-
lidad apropiada para alimentos para el tratamiento de enfermedades infecciosas (o de infecciones localizadas) en seres
humanos y en animales. En particular, el tratamiento implica la aplicacién de una bacteria del 4cido lactico apatégena
al animal/ser humano con lo que se obtiene una reduccién de los sintomas clinicos de la infeccién/enfermedad.

Antecedentes de la invencion

El concepto de bacterias “beneficiosas” que contribuyen a la salud y el bienestar lo propuso por primera vez hace
aproximadamente un siglo el Prof. E. Metchnikoff, pero ha sido en las dos tltimas décadas cuando se ha apreciado
completamente el papel potenciador de la salud por parte de algunas bacterias. Los tratamientos probidticos utilizan la
interferencia y el ajuste de la respuesta inmunitaria mediante bacterias para el control de las infecciones, inflamaciones
y trastornos inmunitarios graves. Por ejemplo, cada vez existen mas pruebas que indican que si bien la reduccién de la
microflora o la falta de la misma en el tracto gastrointestinal (GI) pueden provocar problemas digestivos tales como una
intolerancia hipoalérgica, la recolonizacién mediante bacterias “beneficiosas” presenta la capacidad de rehabilitar la
tolerancia oral y recuperar el desarrollo de un sistema inmunitario equilibrado (Alvarez-Olmos & Oberhelman, 2001;
Cross, 2002). Aunque se desconoce con exactitud la complejidad de la sefializacion entre las colonizadoras de novo y
el sistema inmunitario, se considera que el ajuste de la respuesta inmunitaria se produce probablemente mediante uno
de los mecanismos siguientes o una combinacién de los mismos (Cross, 2002):

1. La produccién localizada de 4cido lactico por parte de probidticos, lo que puede limitar el crecimiento de los
organismos patégenos.

2. La produccién de sustancias apatégenas por parte de la cepa probidtica, por ejemplo bacteriocinas, que consti-
tuyen unos potentes compuestos bactericidas.

3. La limitacidn de la colonizacién mediante la competicion de zonas de colonizacién-“exclusién competitiva”.

4. La produccion de sefales de ajuste inmunitario por parte de la cepa probidtica que estimulan la inmunidad del
anfitrién en un nivel suficiente para proporcionar una mayor proteccion.

Las bacterias del dcido lactico (LAB), que comprenden miembros de los géneros Lactococcus, Lactobacillus,
Leuconostoc, Pedicococcus y Streptococcus se han utilizado durante miles de afios en la produccién de alimentos
fermentados. Como resultado de sus antecedentes como bacterias inocuas, dichos microorganismos se contemplan
como GRAS (consideradas generalmente como inocuas) en muchas aplicaciones, que comprenden el consumo por
parte de seres humanos y animales. En los dltimos afios, se ha realizado una investigacién exhaustiva por lo que se
refiere a la utilizacién de las LAB en el control de los microorganismos patégenos, y como sustancias saludables o
[0 1A% 2

probidticas”.

Hasta la fecha, se ha utilizado la terapia probidtica principalmente en el tratamiento de problemas gastrointes-
tinales. Aunque en un principio se partia de rumores y practicas tradicionales, actualmente las pruebas cientificas
contrastadas respaldan que el papel protector de los probidticos y en particular de los lactobacilos LAB en el tracto GI
es considerable. Se ha propuesto una pluralidad de propiedades antimicrobianas como factores protectores potenciales
en el aparato digestivo humano contra microorganismos tales como Escherichia coli, Helicobacter pyloriy especies de
Salmonella y Listeria (Alvarez-Olmos & Oberhelman, 2001). Por ejemplo, se alimentaron ratones con Lactobacillus
acidophilus, Lb. casei o una combinacién de ambos, antes de una exposicion oral a Salmonella typhimurium, y tuvo
como resultado un desplazamiento reducido de los patdgenos hacia el bazo y el higado, en comparacién con los rato-
nes de control. Ello tuvo como resultado un aumento de la supervivencia de los ratones en los grupos alimentados con
probidticos, en particular en el grupo alimentado con ambas cepas. Este estudio demostré asimismo que en los grupos
alimentados con probidticos, los macréfagos habian aumentado su actividad fagocitaria (Perdigon et al., 1990a).

Se ha investigado asimismo el efecto protector en ratones de Lb. casei contra S. typhimurium, E. coli y Shigella
sonnei. Se observo una mayor proteccién ante la exposicion oral a los patégenos mencionados anteriormente cuando
los ratones se alimentaron previamente con Lb. casei. Ademads, se observaron unos mayores niveles de IgA y los
ratones alimentados con probidticos expuestos a Shigella presentaron una mayor cantidad de anticuerpos anti-Shigella
en el suero y el tracto GI en comparacién con el grupo de control (Perdigon et al., 1990b; 1991).
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Por lo tanto, un conjunto de pruebas cada vez mayor, relaciona una proteccién antimicrobiana superior con el
aumento de las respuestas inmunitarias apropiadas mediante los probidticos. Recientemente, se ha investigado la uti-
lizacién de probidticos que ajustan de la respuesta inmunitaria como agentes protectores del tracto GI y, asimismo,
en otras superficies mucosas. En un estudio, se sometieron los ratones alimentados previamente con Lb. casei a la
exposicion con aerosol a Pseudomonas aeruginosa (Alvarez et al., 2001). Los resultados demostraron que la alimen-
tacién con probidticos aumentaba el coeficiente de depuracion de P. aeruginosa de los pulmones, sobrerregulaba la
capacidad fagocitaria de los macréfagos alveolares y aumentaba los niveles de IgA en el suero y en el liquido del
lavado broncoalveolar. A partir de estos resultados se pone de manifiesto que la alimentacién probidtica puede influir
en las respuestas inmunitarias de los tejidos del tracto respiratorio y que este efecto resulta suficiente para proporcionar
proteccion contra los patégenos bacterianos del tracto respiratorio. Ademads, se han admitido Lb. rhamnosus GR-1 'y
Lb. fermentum RC-14 como agentes terapéuticos en la prevencion y el tratamiento de infecciones genitourinarias en
mujeres. El restablecimiento de una flora vaginal sana y normal se produce tras la aplicacién local de lactobacilos, lo
que de muestra que los lactobacilos administrados localmente, asi como aquellos administrados por via oral, pueden
proporcionar una mayor proteccién contra los patégenos (Reid et al., 2001; Gardiner et al., 2002). Por lo tanto, en las
ultimas décadas se han extendido las dreas de utilizacién potencial de probidticos y actualmente comprenden la pre-
vencién y el tratamiento de enfermedades diarreicas en adultos y nifios, la prevencion de la vaginitis e infecciones del
tracto urinario en adultos, la prevencion de alergias alimentarias y una accion antitumoral en los intestinos, la vejiga y
el cuello del tdtero (Cross, 2002).

Aparte de las ventajas obvias de la utilizacion de la utilizacion de organismos GRAS para estos tltimos propdsitos,
la utilizacién de bacterias grampositivas como los lactococos, los lactobacilos y los estreptococos presenta la ventaja
adicional que se ha demostrado que la pared celular de las bacterias grampositivas actda como activador de la res-
puesta inmunitario. Otra ventaja importante de la utilizacién de bacterias del acido lactico como agentes terapéuticos
deriva de su capacidad para producir bacteriocinas, unos potentes péptidos antimicrobianos (Ross et al., 1999). Dichos
péptidos eliminan rapidamente otros microorganismos destruyendo o extendiéndose por la membrana microbiana y
disminuyendo la capacidad de realizacién de los procesos metabdlicos. Debido a su modo de accidn, resulta poco
probable que se enfrenten a los mismos mecanismos de resistencia antimicrobiana que limitan la utilizacién de los
antibidticos actuales.

La nisina fue la primera bacteriocina identificada obtenida a partir de la fermentacién de una bacteria del dcido
lactico, el Lactococcus lactis. Esta autorizada su utilizacién como conservante alimentario en los Estados Unidos y
obtuvo la categoria GRAS en el Registro Federal de los EE. UU. en el afio 1988. Estd asimismo autorizado como
conservante natural en mds de 40 paises asi como por la Organizacién Mundial de la Salud y la Unién Europea.
Aparte de su utilizacién como aditivo alimentario para inhibir organismos putrefactivos y patégenos, varios estudios
han investigado su utilizacién como agente terapéutico, en el tratamiento de enfermedades tan diversas como el acné,
las infecciones gastrointestinales en seres humanos y la mastitis bovina (Blackburn et al., 1994; Sears et al., 1995). Se
utiliza actualmente como componente del producto comercial para desinfectar chupetes (CONSEPT®, Babson Bros.).

La lacticina 3147 es una bacteriocina de amplio espectro producida asimismo a partir de una cepa de lactococcos,
la L. lactis DPC3147. Se identific6 por primera vez en una colonia bacteriana obtenida a partir de granos del tipo kéfir
irlandés de uso doméstico en la produccioén de suero de la leche. Mata todos las bacterias grampositivas analizadas
hasta la fecha, entre ellas patégenos resistentes a antibidticos potentes tales como estafilococos resistentes a la meti-
cilina, enterococos resistentes a la vancomicina y neumococos resistentes a la penicilina (Galvin et al., 1999) ademas
de organismos causantes de intoxicaciones alimentarias tales como la Listeria monocytogenes 'y el Clostridium botu-
linum (Ross et al., 1999). De un modo similar a la nisina, es un miembro de la familia de bacteriocinas denominada
lantibiéticos. Consiste en una bacteriocina de dos componentes, requiriéndose los dos componentes para desarrollar
una actividad completa. Su modo de accién implica la formacién de poros que, al dafiar la membrana de las células
sensibles, se escapan los iones potasio y fosfato. Se ha de destacar que la lacticina 3147 presenta ventajas sobre la
lisina como opcién en calidad de agente terapéutico, que comprenden su efectividad en un amplio espectro de pH (la
nisina es mds efectiva a un pH 4cido), lo que indica unas posibilidades adicionales en alimentos no dcidos y en apli-
caciones biomédicas (Ross ez al., 1999). Se ha utilizado y la lacticina 3147 en una amplia gama de aplicaciones que
comprenden su utilizacién como bioconservante pulverulento (Morgan et al., 1999) y en el tratamiento de la mastitis
bovina (Ryan et al., 1999; Twomey et al., 2000).

Se establece la competencia nutritiva como un mecanismo importante mediante el que los probiéticos consiguen su
efecto. Se han implicado asimismo factores inhibidores tales como las bacteriocinas y productos metabdlicos finales
(Alvarez-Olmos & Oberhelman, 2001; Cross, 2002).

Se define la mastitis como una inflamacién de las glandulas mamarias y se indica mediante incrementos en el
recuento de células somdticas (SCC). El SCC constituye un indicador de los niveles de neutréfilos en la leche, lo que
a su vez constituye un indicador de la presencia de una infeccién. Un cuadrante normal de la ubre carece de bacterias
patégenas, presenta muy pocos neutréfilos en la leche y, por lo tanto, un SCC bajo (< 0,2 x 10%/ml de SCC). Un
aumento en el SCC indica habitualmente la presencia de una infeccion.

Cuando una vaca presenta mastitis clinica, el cuadrante afectado puede presentar signos evidentes de inflamacion
- calor, dolor e hinchazén, y la vaca puede presentar una temperatura corporal elevada. E1 SCC aumenta hasta valo-
res superiores a 0,2 x 10%/ml y los patégenos pueden ser detectables (especificamente clinicos) o no ser detectables
(no especificamente clinicos). Los cuadrantes se consideran asimismo como clinicos si la leche presenta alteraciones
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evidentes a simple vista - por ejemplo codgulos presentes, incluso cuando no aparecen signos clinicos mediante pal-
pacién. La mastitis clinica se puede clasificar basdndose en el aspecto de la leche de los cuadrantes afectados. Se hace
referencia a una infeccidn clinica o subclinica como “crénica” si persiste durante un periodo prolongado y no responde
al tratamiento con antibidticos. Los casos clinicos crénicos los puede identificar facilmente el ordefiador. En los casos
subclinicos, la ubre afectada presenta un aspecto normal pero la leche presenta un SCC elevado (> 0,2 x 10°/ml) y
habitualmente se encuentran patégenos presentes en la leche. Los casos cronicos subclinicos se identifican tinicamente
mediante la obtencién repetida de muestras y la realizacion de andlisis de laboratorio. Una directiva del Consejo de la
CE estipula las normativas sobre la produccién higiénica de leche y productos lacteos.

Los casos agudos y crénicos se tratan periédicamente con antibiéticos. Sin embargo, existen casos que no res-
ponden al tratamiento con antibidticos, o casos que responden durante poco tiempo y a continuacién se producen
recaidas, incluso tras una administracién repetida del antibiético. La administracion repetida de antibiéticos tiene co-
mo resultado la pérdida de leche, ya que se ha de retener la leche de la lecheria hasta que no presenta residuos de
antibidticos.

Se ha investigado la utilizacién de un cultivo vivo de L. lactis 3147 en el tratamiento de la mastitis bovina. La
utilizacién de un cultivo productor de bacteriocina en lugar de una preparacién de lacticina concentrada presenta
ciertas ventajas. En primer lugar, el organismo productor, L. lactis es de tipo GRAS, y se aisl6 a partir de una fuente
alimentaria. La utilizacién del cultivo vivo en el tratamiento de la mastitis, se puede contemplar como un ataque
prolongado al patégeno - no se trata inicamente de bacteriocina producida de un modo natural y estable, sino que el
cultivo competird asimismo con los patégenos en la colonizacion de la ubre. Ademds, otras sustancias antimicrobianas
tales como 4acidos organicos, acidos grasos libres, amonfaco y peréxido de hidrégeno se pueden producir asimismo
como productos finales del metabolismo. Por tdltimo, la inyeccién de L. lactis 3147 en el conducto mamario tiene
como resultado un efecto de ajuste de la respuesta inmunitaria, caracterizado por un aumento breve del SCC, con una
reduccion o eliminacién simultdnea de los patégenos, seguido por una mejora drastica tanto en el desenlace clinico
como en el aspecto y la calidad de la leche.

Objetivo de la invencién

Constituye un objetivo de la presente invencién proporcionar una utilizacién mejorada segun las reivindicaciones
para combatir la mastitis infecciosa. Constituye un objetivo adicional proporcionar una composicién farmacéutica para
dicha infeccién que no implique la utilizacién de antibidticos y que utilice las propiedades de bacterias apatdgenas y
de una calidad apropiada para alimentos.

Sumario de la invencion

Segtn la presente invencién se proporciona la utilizaciéon de un cultivo vivo de una bacteria probidtica apatégena
y de una calidad apropiada para alimentos tal como se define en las reivindicaciones.

La bacteria probidtica es una bacteria de 4cido lactico apatégena. La bacteria del 4cido lacticopuede ser una cepa
de Lactococcus. Una cepa apta de Lactococcus es el Lactococcus lactis DPC3147.

En una forma de realizacién alternativa, la presente invencidn proporciona asimismo la utilizacién del sobrenadante
de un cultivo vivo de una bacteria probidtica apatdégena y de una calidad apropiada para alimentos tal como se ha
definido anteriormente.

En otra forma de realizacién adicional, la presente invencién proporciona una composicion farmacéutica que com-
prende una cantidad farmacéuticamente efectiva de un cultivo vivo apatégeno de una bacteria de una calidad apropiada
para alimentos o una cantidad farmacéuticamente efectiva del sobrenadante de un cultivo de una bacteria probidtica
apatégena y de una calidad apropiada para alimentos tal como se define en las reivindicaciones junto con un excipiente
o diluyente farmacéuticamente aceptable.

Se proporciona asimismo la utilizacién tal como se define en las reivindicaciones para el tratamiento de la mastitis.

No se puede predecir que dichos cultivos vivos resulten efectivos en el tratamiento de enfermedades por muchos
motivos. En primer lugar, en la mayor parte de aplicaciones probidticas el organismo utilizado es uno que se encuentra
normalmente en la zona de tratamiento y la mayoria de dichas aplicaciones estdn destinadas al tratamiento de proble-
mas en el tracto gastrointestinal. La efectividad del L. lactis. resulta particularmente sorprendente por el hecho de que
no es un organismo entérico y ademds no se encuentra habitualmente en la ubre. Ademads, nunca se ha propuesto en
las técnicas anteriores que se podia utilizar apatégenos satisfactoriamente en la estimulacién el sistema inmunitario
para dichas aplicaciones.

En otra forma de realizacién, la presente invencién proporciona la utilizacion de un cultivo vivo de una bacteria
probidtica apatégena y de una calidad apropiada para alimentos o el sobrenadante de un cultivo vivo de una bacteria
probidtica apatdégena y de una calidad apropiada para alimentos tal como se define en las reivindicaciones para la
estimulacién del sistema inmunitario para dichas aplicaciones.
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Breve descripcion de los dibujos

Figuras 1A y B: valores del recuento de células sométicas y recuentos bacterianos en los cuadrantes de animales
tratados.

Figura 2A. Aspecto de la leche de muestras de la vaca 1154LF obtenidas antes y después de la inyeccion de
Lactococcus lactis DPC 3147.

Figura 2B. Griéficos del recuento de células somdticas y la puntuacion clinica en leche de muestras de la vaca
1154LF obtenidas antes y después de la inyeccion de L. lactis DPC 3147.

Figura 3A. Aspecto de la leche de muestras de la vaca 1178LH obtenidas antes y después de la inyeccion de
Lactococcus lactis DPC 3147.

Figura 3B. Gréficos del recuento de células somadticas y la puntuacién clinica en leche de muestras de muestras de
la vaca 1178LH obtenidas antes y después de la inyeccién de L. lactis DPC 3147.

Figura 4A. Aspecto de la leche de muestras de la vaca 1850RF obtenidas antes y después de la inyeccion de
Lactococcus lactis DPC 3147. Muestras representadas en el dia 0 y 9 dias tras la inyeccién.

Figura 4B. Gréficos del recuento de células somadticas y la puntuacion clinica en leche de muestras de la vaca
1850RF obtenidas antes y después de la inyeccion de L. lactis DPC 3147.

Figura 5A. Aspecto de la leche de muestras de la vaca 1163RH obtenidas antes y después de la inyeccién de
Lactococcus lactis DPC 3147.

Figura 5B. Griéficos del recuento de células somadticas y la puntuacién clinica en leche de muestras de la vaca 11
63RH obtenidas antes y después de la inyeccion de L. lactis DPC 3147.

Figura 6A. Aspecto de la leche de muestras de la vaca 1184RF obtenidas antes y después de la inyeccién de
Lactococcus lactis DPC 3147.

Figura 6B. Gréficos del recuento de células somdticas y la puntuacién clinica en leche de muestras de la vaca
1184RF obtenidas antes y después de la inyeccion de L. lactis DPC 3147.

Figura 7A. Aspecto de la leche de muestras de la vaca 14LH obtenidas antes y después de la inyeccién de Lacto-
coccus lactis DPC 3147.

Figura 7B. Gréficos del recuento de células sométicas y la puntuacion clinica en leche de muestras de la vaca 14LH
obtenidas antes y después de la inyeccion de L. lactis DPC 3147.

Figura 8A. Aspecto de la leche de muestras de la vaca 717RF obtenidas antes y después de la inyeccién de Lacto-
coccus lactis DPC 3147.

Figura 8B. Gréficos del recuento de células somdticas y la puntuacién clinica en leche de muestras de la vaca
717RF obtenidas antes y después de la inyeccién de L. lactis DPC 3147.

Figura 9A. Aspecto de la leche de muestras de la vaca 264LF obtenidas antes y después de la inyeccién de Lacto-
coccus lactis DPC 3147.

Figura 9B. Grificos del recuento de células somaticas y la puntuacién clinica en leche de muestras de la vaca
264LF obtenidas antes y después de la inyeccion de L. lactis DPC 3147.

Figura 10. Niimero de PMN (neutréfilos polimorfonucleares) y linfocitos en cuadrantes individuales antes y des-
pués del tratamiento con L. lactis DPC3147 (vaca 273RH y vaca 1850RF); o caldo estéril (vaca 273 LH).

Figura 11. Ndmero de PMN vy linfocitos en cuadrantes individuales en la vaca 1803 antes y después del tratamiento
con L. lactis DPC3147 (RH); antibidtico intramamario (LF); sobrenadante sin células (LH) o control sin tratar (RF).

Figura 12A. Produccién del anién superdxido por parte de los PMN en cada uno de los cuatro cuadrantes de una
vaca (vaca 1803) antes y después del tratamiento con Lactococcus lactis DPC3147 (RH); antibiético intramamario
(LF); sobrenadante sin células (LH) o control sin tratar (RF).

Figura 12B. Niveles de intensidad de fluorescencia del anién superéxido en cada uno de los cuatro cuadrantes de la
vaca 1803 antes y después del tratamiento con L. lactis DPC3147 (RH); antibidtico intramamario (LF); sobrenadante
sin células (LH) o control sin tratar (RF).
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Figura 13. Recuento de células somaticas en los cuatro cuadrantes de la vaca 1803 tras la inyeccidn con L. lactis
DPC3147 (RH); antibiético intramamario (LF); sobrenadante sin células (LH) o control sin tratar (RF). Dia O = antes
de la inyeccion.

Figura 14. Numeros de PMN en cuadrantes individuales en la vaca 1137, la vaca 1852 y la vaca 1570 antes (dia 0)
y después del tratamiento con L. lactis vivos DPC3147, L. lactis muertos DPC3147, disolucidn salina estéril o control
sin tratar.

Figura 15. Nimeros de PMN en cuadrantes individuales antes y después del tratamiento con L. lactis DPC3147
(L. lactis); L. lactis DPC5399 (Bact. neg.); Lb. plantarum DPC4922 (plantarum) o controles sin tratar.

Figura 16. Aumento proporcional relativo posterior al tratamiento en los PMN obtenidos a partir de la leche con
respecto al tratamiento previo en la vaca 1163, la vaca 1171 y la vaca 1181 respectivamente.

Figura 17. Efecto de inyectar distintas preparaciones de L. lactis DPC3147 en los niimeros de PMN en la vaca
275, 1a vaca 1134 y la vaca 2810. Se trataron los cuadrantes de cada vaca con un cultivo realizado durante la noche de
L. lactis DPC3147 (O/N); un cultivo liofilizado de L. lactis DPC3147 (FD) o se dejaron sin tratar. A continuacién se
procedié al andlisis de los nimeros de PMN procedentes de cada cuadrante durante dos dfas.

Descripcion detallada de la invencion
Materiales y Métodos
Preparacion de la mezcla de inyeccion

Se aisl6 previamente Lactococcus lactis DPC3147 a partir de granos de kéfir. Se diseminé del modo habitual a
30°C en caldo M17 (Difco Laboratories, Detroit, EE. UU.) enriquecido con glucosa o lactosa al 0,5%. Dicho cultivo
(3 ml, ~10° cfu ml™!) se utiliz6 directamente o se prepard una mezcla para inyectar del siguiente modo: se mezclaron
2 ml de un cultivo realizado por la noche de L. lactis DPC3147 con 3 ml de agua estéril para inyectar (Antigen Phar-
maceuticals) a fin de producir una concentracién de trabajo del cultivo de aproximadamente 10° cfu ml~'. Las mezclas
de control para inyectar comprendian caldo sin inocular, incubado durante la noche a 30°C y diluido a continuacién
de un modo similar al del cultivo.

Técnicas de inyeccion

Se inyectaron los cultivos diluidos de L. lactis DPC3147 directamente en los senos del pezén por el canal galact6-
foro. Se inoculo el cultivo hasta una profundidad de 17 mm utilizando una jeringa de punta roma alisada a fin de evitar
heridas en el pezén. Se realizé habitualmente la inyeccién de la mezcla tras el ordefio de la tarde. En el caso de seis
casos enfermos crénicos se procedid a una tnica aplicacion de 3 ml de cultivo sin diluir. En el caso de nueve casos de
mastitis clinica, se realizo la inyeccién dos veces con un intervalo de 24 h para los siete cuadrantes (vacas 1163RH,
14LH, 717RF, 1154LF, 1850RF, 1184RF, 1176LH), dos veces con un intervalo de 72 h para un cuadrante (1178LH)
y cuatro veces para la vaca 264LF, con 24 h entre las inyecciones primera y segunda, 84 h entre las inyecciones se-
gunda y tercera y 48 h entre las inyecciones tercera y cuarta (Apéndices 1 a 9). Se prepararon 5 ml de la mezcla de la
inyeccidn tal como se ha descrito anteriormente para inyectar en los cuadrantes con mastitis clinica.

Seleccion de las vacas para el tratamiento

Antes de iniciar los experimentos in vivo, se recogieron muestras del calostro de los cuadrantes de un modo
aséptico de todas las vacas potenciales y éstas se seleccionaron con respecto a los patégenos que provocan la mastitis
disponiendo 10 ul de cuadrantes distintos den la superficie de placas AVA y procediendo a su incubacion durante 16 h
a 37°C. Se determinaron los resultados del recuento de células somaticas (SCC) o la CMT (prueba de la mastitis) para
cada cuadrante antes del tratamiento. Se considerd asimismo el historial previo de infeccion durante la seleccion. Se
seleccionaron inicialmente seis cuadrantes de ubre procedentes de 4 vacas con un historial de infeccién crénica para
el tratamiento. También se trataron posteriormente nueve cuadrantes procedentes de 9 vacas con infecciones clinicas
adquiridas recientemente.

Recuento bacteriano

Dieciocho horas tras la inyeccidn, se tomaron muestras de calostro de los cuadrantes tratados de un modo aséptico
para su andlisis microbioldgico. Se dispusieron cien microlitros de cada muestra de leche en la superficie de una placa
de agar sangre con esculina (ABA) que contenia la base de agar sangre n.° 2 (Oxoid), enriquecido con sangre de ternera
entera con citrato al 7% y esculina al 0,1% (Sigma, S. Luis, MO, USA) y se incubaron durante 24 h a 37°C. Tras la
incubacién, se procedio al recuento e identificacion de las colonias basandose en la actividad hemolitica y el aspecto
de la colonia sobre el ABA. Se dispusieron asimismo cien microlitros de cada muestra de leche en la superficie de una
placa de agar M 17 enriquecido con glucosa o lactosa al 0,5% y se incubaron durante la noche a 30°C.
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Ensayo de la actividad de la bacteriocina

Se analiz6 la actividad antimicrobiana de las colonias de L. lactis contra L. lactis HP, utilizando el ensayo de
difusién en pocillos con agar descrito previamente (Parente & Hill, 1992). Ademds, se seleccionaron al azar colonias
aisladas en GM17 o LM17 procedentes de la leche, se purificaron y se analizaron para confirmar el aislamiento de L.
lactis DPC3147 procedente de los cuadrantes de las ubres.

Estudios inmunolégicos

Se realizaron dos estudios independientes para investigar el efecto de L. lactis DPC3147 en la inmunidad de las
vacas. En el primer estudio, se utilizaron dos vacas, un animal sin infectar (vaca 273) y animal infectado con un SCC
elevado (vaca 1850). Se inyect6 un cuadrante de la vaca 273 con caldo estéril como control (posterior izquierdo, LH)
y se inyectd un cuadrante con el cultivo de L. lactis (posterior derecho, RH). Se inyecté asimismo un cuadrante de
la vaca 1850 con el cultivo de L. lactis (RF). Se tomaron muestras de leche inmediatamente antes de la inyeccién
intramamaria (dia 0) para determinar los niveles basales de las subpoblaciones de leucocitos. Se recogieron asimismo
muestras de leche 16 horas tras el tratamiento (dia 1). En un segundo estudio se escogi6 una vaca no infectada con
unos recuentos SCC en todos los cuadrantes de las ubres < 100.000/ml para los estudios inmunolégicos. Un cuadrante
(RH) se inoculd con la preparacion de L. lactis DPC3147, un segundo cuadrante (LH) se inyect6 con sobrenadante sin
células procedente de un cultivo realizado por la noche de L. lactis DPC3147, un tercer cuadrante (LF) se inyect6 con
el contenido de una jeringa intramamaria con antibiético que contenia 250 mg de sulfato de neomicina, 100 mg de
penicilina procaina, 10 mg de hidrocloruro de oxitetraciclina y 10 mg de prednisolona (Multimast L.C., Bimeda Ltd.,
Dublin) y un cuadrante (RF) se dejé sin tratar. Se tomaron muestras de leche justo antes de las inyecciones intramama-
rias (dia 0) y asimismo en las horas 24 y 48 tras el tratamiento. Se almacenaron todas las muestras de ambos ensayos a
temperatura ambiente tras el ordefio y se analizaron en menos de tres horas después de la recogida. Se identificaron los
neutrdfilos y los linfocitos utilizando una combinacién de anticuerpos especificos de bovinos (BN15.6 y CD3 respecti-
vamente) y unas técnicas precisas de control en la citometria de flujo. Se realizaron ensayos de produccién de aniones
para determinar la actividad funcional de los neutréfilos. En el segundo ensayo, se tomaron asimismo muestras de
leche cada 24 h durante hasta 7 dias para realizar el seguimiento del recuento de células somaticas (SCC).

Efecto de la utilizacion de células muertas

Se realizé un experimento para investigar el efecto de la inyeccién de células muertas de L. lactis DPC3147 en
la respuesta inmunitaria de las vacas. Se seleccionaron tres vacas con un SCC bajo (vacas 1852, 1135 y 1570) y los
pezones se inyectaron tanto con lactococos vivos, lactococos muertos o disolucion salina estéril (0,85% NaCl {p/v})
de un modo aleatorio. Se prepararon las mezclas para la inyeccién de los lactococos vivos tal como se ha descrito
anteriormente. Las células muertas se prepararon mediante el cultivo de L. lactis DPC3147 en LM17 durante la noche
tal como se ha descrito anteriormente, y a continuacién se hirvieron a 100°C durante 10 minutos. Una vez se hubieron
hervido se cultivaron las bacterias en placas con agar LM17 y se incubaron durante la noche para confirmar su falta
de viabilidad. El cultivo muerto se mezcld con agua estéril para inyectar en una proporcién de 2:3, y esta mezcla se
utilizé para inyectar tal como se ha descrito anteriormente. De un modo similar, la disolucién salina estéril se mezcld
asimismo con agua estéril para inyectar y se inyecté como control. Se dejé sin tratar un cuarto cuadrante de cada vaca
como control negativo. Se tomaron muestras de leche justo antes de las inyecciones intramamarias (dfa 0) y en los dias
1,3, 6,7y 10 después del tratamiento. A continuacion se analizaron todas las muestras con respecto a su actividad
inmunitaria tal como se ha descrito anteriormente.

Efecto de la utilizacion de otras bacterias del dcido ldctico

Se cultivé Lactobacillus plantarum DPC4922 en un medio MRS en condiciones anaerdbicas a 37°C. Se cultivd
L. lactis DPC5329, un derivado de L. lactis DPC3147, que es incapaz de producir bacteriocina (Bac-), de un modo
idéntico al L. lactis DPC3147 (tal como se ha descrito anteriormente). Se seleccionaron tres vacas (la vaca 1163,
la vaca 1171 y la vaca 1181) para investigar los efectos de inyectar cepas bacterianas probidticas potenciales en la
respuesta inmunitaria de las gldndulas mamarias de vacas con un recuento bajo de células somaticas. Se utilizaron
tres vacas para realizar el seguimiento de las respuestas inmunitarias entre los distintos animales. Se administré un
tratamiento distinto a cada cuadrante, distribuyendo los tratamientos en los pezones de un modo aleatorio.

Se tomaron muestras de leche justo antes de las inyecciones intramamarias (dia 0), a fin de determinar los niveles
basales de subpoblaciones de leucocitos. Se recogieron muestras de leche también en los dias 1, 2, 3, 7 y 10 después
del tratamiento. Se almacenaron todas las muestras a temperatura ambiente tras el ordefio y se analizaron en menos
de tres horas después de la recogida. Se identificaron los neutrdfilos y los linfocitos utilizando una combinacién de
anticuerpos especificos de bovinos y citometria de flujo.

Preparacion de L. lactis DPC 3147 liofilizado

Se inoculé LM17 (200 ml) con un 1% (v/v) de L. lactis DPC3147 y se incub6 durante la noche a 30°C. A conti-
nuacion se recogieron mediante centrifugacién a 4°C y a 4500 rpm en una centrifuga Sorvall RC 3C plus. Se retir6 el
sobrenadante y se volvieron a suspender las células en ~150 ml de agua destilada estéril. A continuacidn se recogieron
de nuevo las células por centrifugacion y se volvié a suspender el sedimento en ~100 ml de agua destilada estéril. Tras
ello, se liofilizaron las células resuspendidas en una preparacion pulverulenta durante la noche utilizando un liofili-
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zador Modulyo (Edwards). A continuacién se volvié a suspender una muestra del polvo resultante en agua destilada
estéril como una disolucién al 10% y se procedi6 al recuento de bacterias sembrando diluciones en agar LM 17 agar y
se incub6 durante la noche a 30°C. A continuacidn se afladieron unas cantidades adecuadas de polvo a 5 ml de agua
estéril para inyecciones de tal modo que la concentracion final resulté equivalente a aproximadamente 10° cfu ml™'.
El volvo resuspendido de este modo se utilizé a continuacién como mezcla de la inyeccidn.

Comparacion entre preparaciones distintas de L. lactis DPC3147

Se prepard, tal como se ha descrito anteriormente, una mezcla para inyectar que comprendia células de L. lactis
DPC3147 liofilizadas resuspendidas. Esta mezcla y una mezcla estandar para inyectar (caldo de cultivo diluido) se
inyectaron al azar en los pezones de tres vacas distintas. Se utilizaron tres vacas distintas para permitir variaciones de
la respuesta inmunitaria entre vacas distintas. Se dejé un cuadrante de cada vaca sin tratar como control negativo. Se
tomaron muestras de leche justo antes de las inyecciones intramamarias (dia 0) para determinar los niveles basales de
las subpoblaciones de leucocitos. Se recogieron asimismo muestras de leche en las horas 24 y 48 tras el tratamiento. Se
almacenaron todas las muestras a temperatura ambiente tras el ordefio y se analizaron en menos de tres horas después
de la recogida. Se identificaron los neutréfilos y los linfocitos tal como se ha indicado anteriormente.

Comparacion del tratamiento con L. lactis utilizando caldos de cultivo con el tratamiento con antibidticos

Se realiz6 un ensayo a pequefia escala para determinar la eficacia del tratamiento con L. lactis DPC3147 en com-
paracién con el antibidtico intramamario que se utiliza habitualmente que contiene amoxicilina (200 mg) y acido
clavuldnico (50 mg), (synulox, Pfizer animal Health). Se utilizaron 24 cuadrantes infectados de 12 vacas y se inyec-
taron los cuadrantes con L. lactis DPC3147 (285LH, 370RH, 400LH, 598LF, 1157LF, 1170LF, 1183LH, 1658RF,
1807LF, 1827RH, 1867LH, 1868LF) o synulox (285RF, 370RF, 400RH, 598RF, 1157RF, 1157LH, 1170LH, 1183LF,
1807RH, 1807LH, 1867RH, 1868RF). Se administré el antibidtico tres veces, en intervalos de 12 horas, tal como se
indica en las instrucciones del productor. Se administré dos veces la inyeccion de L. lactis DPC3147, con un intervalo
de 24 h entre las inyecciones. Se realizé el SCC y un andlisis microbioldgico estandar antes y después de la inyeccion,
y se tomaron asimismo muestras después de 7 dias tras la inyeccién y 12 dias tras la inyeccién.

El tratamiento de la mastitis clinica utilizando una preparacion de L. lactis DPC3147 liofilizados resuspendidos
en comparacion con un control positivo (tratamiento con antibioticos)

Se realiz6 este estudio durante un periodo de 6 meses. Se detectaron 50 casos de mastitis clinica en 48 vacas
por parte del personal de la granja durante el ordefio rutinario y se seleccionaron para el ensayo. Los cuadrantes se
clasificaron segin presentasen mastitis clinica leve (mastitis C1/C2 mastitis, 25 cuadrantes) o grave (mastitis C3/C4,
25 cuadrantes). Se trataron los cuadrantes con el antibiético Leo Yellow Milking Co® (hidroyoduro de penetamato
150 mg, dihidroestreptomicina 150 mg, sulfato de framicetina 5 mg, Leo Laboratories Ltd., Dublin, Irlanda) o con
un cultivo de L. lactis DPC 3147 liofilizado resuspendido que se prepar6 tal como se ha indicado anteriormente. Las
inyecciones del cultivo o el antibidtico se administraron tres veces, con un intervalo de 24 h entre cada inyeccion. Se
tomaron muestras de leche en el dia 1 antes del tratamiento y después en el dia 7 y el dia 14 después del tratamiento.
Se procedid al recuento de patégenos y se determiné el SCC o la CMT de todas las muestras tal como se ha descrito
anteriormente. También se analizaron los cuadrantes en cada ordefio durante el periodo de ensayo 14 dias para detectar
cualquier efecto adverso del tratamiento. Los andlisis de la muestra del dfa 14 permitieron clasificar los cuadrantes
como “curacién” o “no curacién”. Los cuadrantes curados se definieron como presentando una “curacion clinica”
si la leche no presentaba codgulos o copos, y el SCC era < 9 x 10° células ml~'. No se tomé en consideracion la
presencia o ausencia de patégenos cuando se clasificaron como “curacién clinica”. Los cuadrantes se definieron como
una “curacién bacteriolégica” si el SCC de la muestra del dfa 14 era < 1 x 10° células ml™' y el recuento de patégenos
era < 0,5 cfu ul™! en la muestra de leche.

Resultados
Tratamiento de infecciones cronicas

Se seleccionaron para el tratamiento seis cuadrantes de ubres procedentes de 4 vacas con un historial de infeccién
crénica. Dieciocho horas después de inyectar el cultivo de L. lactis DPC3147, se tomaron muestras de la leche a
intervalos de hasta aproximadamente 30 dias después de la inyeccidn y se procedio al recuento tal como se ha descrito
anteriormente. Se identificaron las colonias como L. lactis DPC3147 mediante la produccién de lacticina 3147. Se
identificaron los estafilococos y los estreptococos basdndose en su hemdlisis caracteristica en el agar sangre. En tres
de los cuadrantes (714RH, 714LF y 96RF), tras la inyeccion de L. lactis DPC3147 se produjo un aumento rapido
del SCC, y una reduccién/eliminacién simultdnea del patogeno (estafilococos) (Figura 1A). En tres de los cuadrantes
(714LH, 700RH y 408RH) persisti6 la infeccién a pesar de la inyeccién del cultivo de lactococos (Figura 1B). Sin
embargo, resulta interesante que en los dltimos tres cuadrantes de la ubre, no parecié que el cultivo de lactococos
colonizara el cuadrante de la ubre (Figura 1B), mientras que en los cuadrantes “curados”, resulté evidente la presencia
de L. lactis DPC 3147 (Figura 1 A). El cultivo de lactococos no sobrevivié a largo plazo en ninguno de los cuadrantes de
la ubre. Los recuentos de células somadticas volvieron rapidamente, permaneciendo en ellos, a unos niveles aceptables
en todos los cuadrantes.
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Tratamiento de la mastitis clinica

Los resultados anteriores nos llevaron a investigar el efecto de inyectar L. lactis DPC3147 en cuadrantes afectados
clinicamente. Se trataron nueve cuadrantes de 9 vacas con signos clinicos recientes de mastitis. Tras el tratamiento, se
recogieron muestras de leche diarias hasta 14 dias y de un modo intermitente hasta 55 dias. Se procedi6 al recuento
de los cultivos bacterianos en ABA o GM17 tal como se ha descrito anteriormente. En todos los casos la calidad
y el aspecto de la leche mejoraron drdsticamente después de la inyeccion del cultivo de lactococos (Figuras 2 a 9).
En algunos casos, a pesar de la naturaleza clinica de la leche, no se cultivé patégeno alguno antes de la inyeccion.
Cuando se identificé un patégeno, sin embargo, la inyeccion del cultivo de L. lactis DPC3147 tuvo como resultado
la eliminacién/reduccién del patégeno. Los patégenos eliminados comprendian Staphylococcus epidermidis (vaca 14
LH), S. aureus (vaca 1184 RF) E. coli no hemolitica (vaca 1163 RH) y Strep. uberis (vaca 1154 LF y vaca 264 LF)
(Tabla 1). En dos casos, aunque el tratamiento tuvo como resultado una mejora en el aspecto y la calidad de la leche,
no se eliming el patégeno. Dichos casos comprendian una infeccidn por Strep. uberis (vaca 1176 LH) y una infeccién
por S. aureus (vaca 1850 RF) (Tabla 1). Los datos de este ensayo, que comprenden los datos histéricos de todas las
vacas utilizadas se pueden examinar en los apéndices 1 a 9.

Estudios inmunolégicos

Se investigé el efecto del L. lactis DPC3147 probidtico en los sistemas inmunitarios de las vacas analizando
los niveles de leucocitos y los fenotipos en la leche. En un estudio preliminar se investigd el efecto de L. lactis en
la respuesta inmunitaria de dos vacas. Se utilizaron un animal infectado y una vaca sin infeccién. Los resultados
(Figura 10) indicaron que la inyeccién del L. lactis DPC3147, pero no la inyeccién del caldo estéril, tuvo como
resultado una acumulacién masiva de PMN en la ubre, indicando que el L. lactis puede ser un activador especifico de la
respuesta inmunitaria mamaria y provoca la migracién y la acumulacién de los PMN. Se realizaron asimismo ensayos
de produccion del anién superéxido e indicaron que nos neutréfilos recién acumulados presentaban una capacidad
de absorcidn respiratoria superior que los neutréfilos que permanecen, proporcionando de este modo a la glandula
mamaria un mecanismo efectivo para la eliminacién de los patégenos de la mastitis.

A la vista de estos resultados, se realizé un segundo ensayo. Se seleccioné un animal sin infectar (vaca 1803) para
investigar los efectos del cultivo de L. lactis. Como controles, se inyect6 un cuadrante (LF) con un antibiético para una
vaca produciendo leche (Multimast L. C.) y un cuadrante (RF) se dejo sin tratar. Un tercer cuadrante (LH) se inyectd
con el sobrenadante sin células de un cultivo realizado por la noche de L. lactis DPC3147, y el cuadrante final (RH) se
inyect6 con el cultivo de L. lactis DPC3147 diluido. Se recogieron muestras de leche antes y después de la inyeccién
y se analizaron con respecto al SCC y a la férmula leucocitica. La Figura 11 presenta las proporciones de neutréfilos
(PMN) y linfocitos (CD3) en las muestras de leche antes del tratamiento (hora 0) y después del tratamiento (horas 24
y 48). Se calcularon los valores reales utilizando el porcentaje de células positivas a partir del andlisis de citometria
de flujo de células vivas/muertas y los resultados del contador de células somdticas Bentley Somacount Somatic Cell
Counter. Los niveles de PMN en el cuadrante de control (RF) permanecieron invariables durante el periodo de ensayo.
El cuadrante en el que se inyectd el probidtico (RH) experimenté un aumento drastico en el nimero de neutrdfilos
durante el primer periodo de 24 h de 2,85 x 107 células/ml antes del tratamiento hasta 1,46 x 10* células/ml al cabo
de 24 h después del tratamiento (Figura 11 y Tabla 2). Los tratamientos con sobrenadante y antibidtico provocaron
también un aumento, aunque no tan pronunciado (desde 4-29 x 107 células/ml hasta 1,68 x 10° células/ml y desde
5,5 x 10% hasta 1,3 x 10° respectivamente), en los niveles de PMN de la leche (Tabla 2). Al cabo de 48 horas, parecid
que disminuian los niveles de PMN en el cuadrante tratado con L. lactis y en el cuadrante tratado con Multimast,
pero continuaron aumentando en el cuadrante tratado con el sobrenadante (Tabla 2). Considerando estos resultados, se
puede llegar a la conclusién que la inyeccidn del cultivo de L. lactis tuvo como resultado una acumulacién masiva de
PMN en la ubre durante el periodo de 24 horas después del tratamiento. El sobrenadante del cultivo provocé asimismo
una acumulacién de PMN en la ubre y consisti6é en un aumento mds continuo durante 24 horas y siguié aumentando
hasta 48 después del tratamiento. El antibiético Multimast provocé una acumulacién temporal més pobre de PMN
en la ubre. Estos resultados indican que tanto el cultivo de L. lactis como el sobrenadante del cultivo podrian ser
activadores especificos de la respuesta del sistema inmunitario mamario y provocar la migracién y la acumulacién de
PMN. Resulta posible que el factor responsable de la respuesta inmunitaria se pudiese liberar en el medio de cultivo, lo
que explicaria la migracién significativa de PMN como respuesta al sobrenadante del cultivo. Se investigaron asimismo
los niveles de linfocitos. El cultivo de L. lactis y el sobrenadante del cultivo en un menor grado, activaron una afluencia
de linfocitos hacia la ubre; sin embargo, el antibiético no alteré el nivel de linfocitos presentes cuando se compar6 con
los valores de control (Tabla 2).

Se investig6 la actividad funcional de los PMN de las muestras de leche de cuadrante en todas las muestras antes y
después de la inyeccion. Los resultados de los ensayos de produccién del anién superdxido se presentan en las Figuras
12A y 12B. El aumento de varias veces se refiere al aumento proporcional de la produccion del anién superéxido
por parte de los PMN, desde un estado de reposo (TO) hasta un estado activado tras la activacién con acetato de
miristato forbol (PMA; incubacién durante 10 minutos, {TI 10). La activacién mas evidente se produjo en el cuadrante
LH que se trat6 con sobrenadante sin células, con una activaciéon masiva de los neutréfilos al cabo de 24 horas.
Sorprendentemente, el tratamiento con el cultivo de L. lactis no tuvo como resultado una gran activacion de varias
veces por parte de los neutréfilos (Figura 12A). Esto se puede explicar, sin embargo, mediante los resultados de los
analisis de la intensidad de fluorescencia de todas las muestras (Fig. 12B). La intensidad relativa de fluorescencia
constituye una medida de la fluorescencia emitida por las células; una mayor fluorescencia indica una capacidad
superior para generar el anién superéxido. Los neutréfilos que permanecen en reposo del cuadrante tratado con L.
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lactis (TO) y presentaban una capacidad muy elevada de produccidn del anién superdxido (intensidad de fluorescencia
elevada) al cabo de 24 horas y, por lo tanto, no podian presentar un aumento notable de la activacion tras el tratamiento
con PMA. En resumen, el tratamiento con L. lactis tuvo como resultado una acumulacién masiva en la ubre de PMN
que se encontraban un estado de activacion elevada. El tratamiento con Multimast no alterd la produccién del anién
super6xido en el cuadrante tratado y el cuadrante de control no cambié significativamente durante el periodo del
ensayo (Figuras 12A y 12B). Los PMN acumulados como respuesta al tratamiento con el sobrenadante del cultivo
presentaron asimismo una capacidad elevada de produccién del anién superéxido, que parecia alcanzar su maximo
en el primer periodo de 24 horas después del tratamiento. Los resultados indicaron que el tratamiento intramamario
con L. lactis DPC3147 o con el sobrenadante sin células obtenido a partir de dicho cultivo, activaba la respuesta
inmunitaria mamaria provocando la afluencia de neutréfilos hacia la glandula mamaria (Figura 11). Dichos neutréfilos
recién acumulados presentaron una capacidad de absorcion respiratoria superior que los neutréfilos que permanecen
(Fig. 12).

Se realiz6 el seguimiento del recuento de células somadticas cada 24 horas hasta 7 dias después del tratamiento. Los
recuentos de células se presentan en la Figura 13 y la Tabla 3. Al observar la Figura 13 y la Tabla 3, resulta evidente
que el L. lactis DPC3147 provoca una gran respuesta celular en 24 horas lo que tiene como resultado un SCC elevado,
que alcanza su maximo tras 48 horas con lo que se obtiene una infeccién clinica leve y progresivamente se llega a un
estado normal en el curso de 3 a 4 dfas. El tratamiento con el sobrenadante del cultivo provocé una respuesta similar.
Nuestro andlisis de las poblaciones de leucocitos y de los niveles de la actividad de los neutréfilos confirman estos
resultados hasta las 48 horas.

Efectos de la utilizacion de células muertas

A fin de investigar si se requerian L. lactis DPC3147 viables para producir la respuesta inmunitaria provocada
anteriormente, se prepararon mezclas para inyectar que contenian células vivas o muertas y se inyectaron al azar
en los pezones de tres vacas tal como se indica en la Tabla 4. Tanto las células vivas como las muertas provocaron
un aumento en el SCC (datos no representados) y, tal como se puede observar en la Figura 14, las células muertas
provocaron una pobre afluencia de ambos PMN en cada una de las vacas. Se observé asimismo un aumento en los
nimeros de linfocitos (datos no representados). Dicha acumulacién de PMN y de linfocitos en los cuadrantes con el
cultivo muerto, sin embargo, resulté insignificante en comparacién con la afluencia como respuesta al cultivo vivo.
Por lo tanto, parece que el L. lactis viable, pero no el cultivo muerto, puede provocar especificamente la acumulacién
de PMN vy linfocitos en la gldandula mamaria.

Efecto de la utilizacion de otras bacterias del dcido ldctico (LAB)

Al analizar los resultados, surge la cuestion de si el fendmeno de la acumulacién de los PMN se limita al propio L.
lactis DPC3147 o si otras cepas bacterianas pueden ejercer también dicho efecto. Se decidid, por lo tanto, examinar el
efecto inyectando otras bacterias apatégenas de una calidad apropiada para alimentos en las ubres de vacas productoras
de leche. Se seleccion6 una cepa bacteriana, Lb. plantarum DPC4922 basandose en su divergencia evolutiva del L.
lactis (una relacién bastante lejana) asi como por el hecho de que se aisl6 originariamente a partir de una fuente
alimentaria, por lo que se puede considerar, del mismo modo que el L. lactis DPC3147, como un organismo GRAS.
Se utilizé asimismo una tercera cepa, el L. lactis 5329 (un derivado Bac- del L. lactis DPC3147) debido a su gran
similitud con el L. lactis DPC3147. Se prepararon las mezclas para inyectar tal como se ha descrito en Materiales y
Métodos y a continuacién se inyectaron las mezclas en los pezones de tres vacas tal como se indica en la Tabla 5. Las
Figuras 15 y 16 presentan las proporciones de neutréfilos (PMN) en las muestras de leche procedentes de tres vacas
durante el periodo de ensayo de 10 dias. Se calcularon los valores reales utilizando el porcentaje de células positivas a
partir del andlisis por citometria de flujo de células vivas/muertas y las lecturas del Somacount. La respuesta en las tres
vacas resultd variable pero se observé una tendencia similar en cada caso. Los niveles de PMN de los tres cuadrantes
sin tratar permanecieron relativamente invariables durante el periodo del ensayo (Figura 15). El tratamiento con Lb.
plantarum DPC4922 tuvo como resultado un ligero aumento de los PMN en todos los cuadrantes, que se acercaba
a unos niveles similares a los que se obtenfan con el tratamiento con L. lactis DPC3147 en el dia 3 en la vaca 1181
(Figura 15). Sin embargo, la respuesta al L. lactis DPC3147 response en la vaca 1181 result6 de algiin modo reducida
en comparacion con los otros dos animales (Fig. 15).

La inyeccién de L. lactis DPC3147 en cada animal tuvo como resultado un aumento dréstico de los neutréfilos en
el primer periodo de 24 horas tras el tratamiento. El cultivo Bac- (L. lactis DPC5399) provocaba también un aumento
en todos los cuadrantes tratados, con unos niveles particularmente superiores de PMN obtenidos en la leche de la
vaca 1163. Sin embargo, si se comparan los incrementos proporcionales de PMN con respecto a los DO (Figura 16),
se puede observar que se produce un aumento proporcional significativo en los PMN del cuadrante tratado con L.
lactis DPC3147 en comparacién con el cuadrante tratado con L. lactis DPC5399. Parece que la afluencia de PMN
se produce antes en los cuadrantes tratados con L. lactis DPC3147 (en el dia 1) en comparacién con los cuadrantes
tratados con L. lactis DPC5399 (Bac-) o Lb. plantarum DPC4922 (Figura 15). En los cuadrantes tratados con los
ultimos dos tratamientos, se observé tinicamente un aumento significativo en el dia 2 (Figura 15). Por lo tanto, parece
que el L. lactis DPC3147 puede provocar una respuesta inmunitaria de mayor intensidad y rapidez que tanto un
derivado negativo a la bacteriocina de la misma cepa u otra cepa de LAB, aunque estas ultimas cepas pueden provocar
asimismo una respuesta mas débil.
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Comparacion de distintas preparaciones de L. lactis DPC3147

A fin de investigar si diferentes preparaciones de L. lactis DPC3147, distintas del cultivo estandar preparado duran-
te la noche (preparacion del caldo), podian producir la respuesta inmunitaria provocada anteriormente, se prepararon
unas mezclas para inyectar que contenian células liofilizadas o caldos de cultivo. A continuacién se inyectaron las
mezclas al azar en los pezones de tres vacas tal como se indica en la Tabla 6. Los resultados (Figura 17) muestran
un aumento de los PMN en el dia 1 en ambos cuadrantes tratados en comparacién con el cuadrante sin tratar de cana
animal examinado. Ello parece que se trata de una mayor afluencia en dos de los cuadrantes tratados con el cultivo
realizado por la noche en comparacién con los cuadrantes tratados con el cultivo liofilizado (vaca 275 y vaca 1134)
obteniéndose un nimero superior de PMN con el cultivo liofilizado en el animal restante (vaca 2810). Las variaciones
en la respuesta se deben a las variaciones normales de la respuesta inmunitaria entre animales distintos. Por lo tan-
to, las preparaciones “frescas” y liofilizadas de L. lactis DPC3147 pueden provocar una respuesta inmunitaria en la
glandula mamaria.

Comparacion del tratamiento con L. lactis DPC3147 con un tratamiento intramamario con antibidticos

Los efectos de la utilizacion del tratamiento con L. lactis DPC3147 con respecto a la utilizacién de un tratamiento
con antibidticos empleado habitualmente tanto en el tratamiento como en la prevencion de infecciones intramamarias
provocadas por S. aureus se representan en la Tabla 7. Tal como se puede observar en la Tabla, en el dia 7, los
resultados con el L. lactis eran muy prometedores, con estafilococos aislados a partir de inicamente dos cuadrantes de
los 7 cuadrantes infectados con dicho organismo. En comparacion, los cuadrantes tratados con synulox eliminaban el
S. aureus en 6 de los 8 cuadrantes infectados originalmente. Sin embargo, en el dia 12, dos cuadrantes mds inyectados
con L. lactis eliminaban asimismo el S. aureus, proporcionando un total de 3/7 “curados” mediante el tratamiento con
L. lactis a diferencia de los 2/8 “curados” mediante el tratamiento con synulox. Estos datos indican que el tratamiento
con L. lactis DPC3147 resulta tan efectivo en la eliminacién de infecciones como el tratamiento con synulox.

El tratamiento de la mastitis clinica utilizando una preparacion liofilizada resuspendida de L. lactis DPC3147 en
comparacion con un control positivo (tratamiento con antibioticos)

En este estudio, se realiz6 la comparacion de la eficacia de la inyeccion de una preparacion liofilizada resuspendida
de L. lactis DPC3147 (aproximadamente 10° cfu ml™") en el tratamiento de la mastitis clinica con la eficacia de utilizar
un antibidtico intramamario comprobado. En conjunto, 18 de los 25 casos tratados con el antibiético se definieron co-
mo presentando una “curacién clinica” en el dia 14. De dichos 18 cuadrantes, nueve se definieron como presentando
una “curacién bacteriolégica”, es decir, el SCC era < 1 x 10° células ml™' y el recuento bacteriolégico era < 0,5 cfu
17" en la muestra de leche. Ello corresponde a un indice de curacién clinica global del 72% y a un indice de curacion
bacterioldgica del 36% para los cuadrantes tratados con el antibiético. En el caso de los cuadrantes tratados con la
preparacion liofilizada resuspendida de L. lactis DPC3147, 16 (de 25) casos presentaron una “curacion clinica” y 7
(de 25) casos presentaron una “curacioén bacteriolégica”. Ello corresponde a un indice de curacién clinica del 64% y
a un indice de curacién bacterioldgica del 28% para los cuadrantes tratados con el probidtico. Al comparar los dos
tratamientos, el indice de curacion clinica resulté del 72% en comparacién con el 64% y el indice de curacién bacte-
rioldgica resulté del 36% en comparacion con el 28% con el antibidtico con respecto a los tratamientos con L. lactis,
respectivamente. Cuando se compararon dichos valores utilizando la prueba de la probabilidad exacta de Fischer, no
se detectaron diferencias estadisticas entre los tratamientos. Ello indica que la inyeccién de la preparacion liofilizada
resuspendida de L. lactis DPC3147 resultaba tan efectiva como un antibiético en el tratamiento de la mastitis clinica.
Cuando se subdividieron los grupos de tratamiento en funcién de la gravedad de la mastitis del cuadrante (es decir,
subgrupos C1/C2 o subgrupos C3/C4) se observé una tendencia similar. En el grupo C1/C2, 8 de los 12 casos tratados
con el antibidtico presentaron una curacion clinica (66,7%). De ellos, 4 casos presentaron una “curacion bacterioldgi-
ca” (33,3%). Trece cuadrantes con mastitis C1/C2 se trataron con L. lactis DPC3147, y dichos cuadrantes alcanzaron
un indice de curacién clinica del 76,9% y un indice de curacion bacterioldgica del 30,8%. En el grupo C3/C4, 10
de los 13 casos tratados con el antibidtico presentaron curacion clinica (76,9%). De ellos, 5 casos presentaron una
“curacion bacteriolégica” (38,5%). De los doce cuadrantes con mastitis C3/C4 que se trataron con L. lactis DPC3147,
6 alcanzaron una curacién clinica (50%) y 3 se definieron como presentando una curacién bacterioldgica (25%). La
comparacién de todos estos valores utilizando la prueba de la probabilidad exacta de Fischer indic6 que no existia
una diferencia significativa entre el indice de curacién clinica o bacteriolégica, con independencia del tratamiento en
cualquiera de los cuadrantes con mastitis C1/C2 o los cuadrantes con mastitis C3/C4. Por lo tanto, se puede llegar a
la conclusién que la inyeccién intramamaria de una preparacion liofilizada resuspendida de L. lactis DPC3147 resulta
tan efectiva como un antibidtico intramamario en el tratamiento de la mastitis clinica.

Conclusiones

A partir de estos resultados se pueden extraer diversas conclusiones. En primer lugar, resulta evidente que la inyec-
cién intramamaria de L. lactis DPC3147 en vacas con infecciones crénicas tiene como resultado un aumento rdpido
del SCC, seguido a menudo con la eliminacién de la infeccién. Ademds, la inyeccién en vacas con mastitis clinica
recién adquirida tiene como resultado una rapida mejora de la calidad de la leche. Se ha demostrado que el tratamiento
con L. lactis DPC3147 también resulta tan efectivo como la utilizacién de un antibiético intramamario de amplio uso
comercial en el tratamiento y la prevencion de infecciones intramamarias provocadas por S. aureus. Resulta posible,
por lo tanto, que la inyeccidn de L. lactis actiie como estimulo que provoca la liberacién de factores proinflamatorios
y dé lugar a la acumulacién de neutréfilos en la glandula mamaria. Los resultados de los estudios inmunolégicos des-
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tacan un cierto nimero de descubrimientos importantes que pueden aportar alguna luz al mecanismo de accién de las
bacterias probiéticas L. lactis en la glandula mamaria. Dichos descubrimientos comprenden los siguientes:

- El tratamiento intramamario tanto con un cultivo de L. lactis como con el sobrenadante de un cultivo activa la
respuesta inmunitaria mamaria iniciando la afluencia de neutréfilos hacia la glandula mamaria.

- El cultivo con L. lactis y el sobrenadante del cultivo parecen ser especificos en la provocacién de la acumulacién
de PMN en la ubre, cuando se compara con el antibidtico Multimast L. C.

- Dichos neutréfilos recién acumulados presentan una capacidad de absorcidn respiratoria superior que los neutré-
filos que permanecen, proporcionando de este modo un mecanismo efectivo para la eliminacién de los patégenos de
la mastitis.

- El/los factor(es) responsable(s) de la provocacién de una respuesta inmunitaria en la ubre puede(n) ser factor(es)
soluble(s) liberado(s) en el medio de cultivo, dicho(s) factor(es) ha(n) de ser termolébil(es) o destruido(s)/utilizado(s)
rdpidamente cuando se matan las células, ya que las células muertas mas el sobrenadante no provocan una respuesta
inmunitaria.

- El cultivo de L. lactis ha de ser viable para provocar una respuesta inmunitaria adecuada, aunque una preparacién
liofilizada resulta asimismo efectiva en la estimulacién del sistema inmunitario de la glandula mamaria.

- Otras LAB pueden provocar también una respuesta inmunitaria en la glandula mamaria, de un modo similar al
L. lactis DPC 3147, aunque posiblemente no en el mismo grado que el L. lactis DPC 3147. Ello implica que otras
LAB pueden ser también capaces de curar mastitis clinicas en vacas lecheras y en otros animales si los cuadrantes
infectados se inyectan con dichos cultivos.

- El tratamiento con un cultivo de L. lactis o con una preparacién liofilizada de L. lactis DPC3147 resulta tan
efectivo en la eliminacién de infecciones como el tratamiento antibidtico intramamario.

Los términos “comprende/comprendiendo” y los términos “presentando/incluyendo” cuando se utilizan en la pre-
sente memoria con referencia a la presente invariables se utilizan para especificar la presencia de las caracteristicas,
enteros, etapas o componentes indicados aunque no excluye la presencia o adicién de una o mds caracteristicas, ente-
ros, etapas, componentes o grupos de los mismos.
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REIVINDICACIONES

1. Utilizacién de un cultivo vivo de una bacteria probidtica apatdgena de una calidad apropiada para alimentos
o del sobrenadante de un cultivo vivo de una bacteria probidtica apatégena de una calidad apropiada para alimentos
en la preparacion de una composicidn para estimular el sistema inmunitario, en la que se selecciona una cepa de
Lactococcus de entre los grupos que comprenden: Lactococcus lactis DPC3147, Lactococcus lactis DPC5399 y Lb.
plantarum DPC4922, estando destinada la composicién a ser utilizada en el tratamiento de una infeccién de tipo
mastitis.

2. Utilizacién segiin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el cultivo vivo de una bacteria probié-
tica apatégena de una calidad apropiada para alimentos se encuentra liofilizado.

3. Utilizacién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2, en la que el cultivo vivo o el sobrenadante estan

destinados a ser utilizados en la estimulacion de las células polimorfonucleares (PMN) a fin de provocar una respuesta
inmunitaria.
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Tabla 1. Patégenos aislados y recuentos de células somaticas de la
leche antes y después de la inyeccion.

Vacan.®/ ; Patégeno 1 Patégeno i Patégenos Puntuacié!: SCC después ! SCC Final *
Cuadrante aislado isdia0 después de la | n clinica ¥ de la inyeccién !x 1000/ml
;; inyeccién ® * x 1000/mi
|
| 1 - |
14H  iS.epidermis i++++ 40 43 42600 1237

A3 i85

1184RF < S.aureus i+ 0 N )
| o i i E

1154LF  iStrep.uberis [i++++ jo 45 losgs 333
26LF  Stopuberis +we  lo 13 Iy gy
R Y O e ' T
1163RH  {E. colino %++++ 0 3 146 1148

__{hemoiitica | N T
Ar7slH smbactenas o to s i1 _ls0
‘717RF | Sin bacterias s 0 20 2 933 43

++++ Demasiado numerosas para realizar el recuento

+ =500 - 1000 cful ml”

¥ Todas las vacas eran clinicas. La puntuacién se calculé a partir del
aspecto clinico de la leche y de cualquier irregularidad adicional (por
ejemplo, coagulos visibles en la leche). Un valor de 0 indica que la
leche era subclinica en cuyo caso se determiné el SCC. Dichas
puntuaciones clinicas se utilizaron asimismo en la elaboracién de los
graficos de los datos.

* Se tomaron muestras de la vaca 14LLH y la vaca 717 en el dia 4. La
vaca 1184RF y la vaca 1154LF en el dia 6, la vaca 302RF en el dia 7,
la vaca 1163RH y la vaca 1850RF en el dia 8, la vaca 1178LH y la vaca
1176LH en el dia 12 y la vaca 264 LF en el dia 16.

S Se tomaron muestras de la vaca 1154LF en el dia 8, la vaca 1184RF
en el dia 16, la vaca 1163RH en el dia 25, la vaca 264LF en el dia 35,
la vaca 14LH y la vaca 717RF en el dia 36, la vaca 1650 en el dia 40 y
la vaca 1178 en el dia 55.
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Tabla 2. Niveles de PMN vy linfocitos (CD 3) en todos los cuadrantes de
la vaca 1803 antes y después de cada tratamiento durante el periodo
de ensayo de 48 horas.

{ Oh i 24h | 48h | Oh . 24h . 48h

Anterior derecho (RF) ' | 215

263 | 101 | 777 | 218 | 129

UL Ut S—

i ‘ ,
Posterior derecho (RH) ' | 285 |

14600 | 5650 | 108 | 2020 | 42

Anterior zquierdo (LF)' | 551 | 1330 | 207 . 143 . 596 . 137 |

{Posterior izquierdo (LH) ' | 429 1680 | 3330 . 851 | 651 . 2500

1. Las mezclas para inyeccion se prepararon tal como se describe en
Materiales y Métodos y se trataron los cuadrantes del siguiente modo:
RF: sin tratar, RH: L. /actis DPC3147; LF: Antibiético (Multimast) y LH:
sobrenadante sin células.

17



ES 2331 650 T3

Tabla 3. Recuento de células somaticas (x 1000/ml) de la leche en
cuatro cuadrantes de ubres analizadas con respecto a las respuestas
inmunitarias en la vaca 1803.

Dias (horas) | Anterior derecho Posterior Anterior |  Posterior
! __(RF) | derecho®(RH) i izquierdo®(LF)  izquierdo ° (LH)

0@ e 1 158 7
1 (24)

o 2(48) . 43 . 4150 | 99 | 1542

260 | %4 |

149 121 1834 95

. s(1200 69 i 85 | 58 54

* dia 0 = Tiempo de inyeccién. Se tomaron muestras cada dia después
de la inyeccién.

 El cuadrante RF se dejé sin tratar, los cuadrantes RH, LF y LH se
inyectaron con un cultivo de L. lactis DPC3147 realizado durante la
noche, el antibidtico Multimast o el sobrenadante de un cultivo sin
células procedente de un cultivo de L. /actis DPC3147 realizado
durante la noche.
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Tabla 4. Distribucién de los tratamientos entre los pezones en el
ensayo para investigar la capacidad de los lactococos muertos para
provocar una respuesta inmunitaria.

~ vaca | ~ Cuadrante = | Tratamiento
L A RE_ | Disolucionsalina’ |
w2 [ )  Muetas*
w0\ RH__ | Vias®
1570 | LF | Disoluciénsalina' |

1. Tratamiento con disolucién salina: se inyectaron los cuadrantes con
2 ml de disolucién salina estéril (0,85% NaCl (p/v)) mas 3 ml de agua
estéril para inyectar.

2. Tratamiento con un cultivo vivo: se inyectaron los cuadrantes con 2
ml de caldo de cultivo de L. /actis DPC3147 realizado durante la noche
mas 3 ml de agua estéril para inyectar.

3. Controles sin tratar.

4. Tratamiento con un cultivo muerto. Un caldo de cultivo de L. /actis
DPC3147 se mat6 hirviéndolo durante 10 minutos. A continuacion se
inyectaron en los cuadrantes 2 mi del cultivo muerto mas 3 ml de agua
estéril para inyectar.
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Tabla 5. Distribucién de los tratamientos en cada uno de los doce
cuadrantes de las tres vacas utilizadas para determinar el efecto de
inyectar distintas cepas de LAB en la respuesta inmunitaria de las
vacas

Vacan.

e o o L o e e
i

, Cu”adrant . Tratamiento

¥
i

M RF_ | Lbplantaum’
. RH_ . ShiEw

R R = 2 s
_LF ML-W(aqt(s?M? g

w4 Bactneg

L. lactis 3147 2

F | Loplenenm’

LH 1 Sintatar

RH _Lb. plantarum’

LF _ Sintatar

lH  Bactneg’®

1. Tratamiento con Lb. plantarum: 2 ml de cultivo de Lb. plantarum
DPC4922 realizado durante la noche y 3 ml de agua estéril para
inyectar.

2. Tratamiento con L. /actis DPC3147: 2 ml de cultivo de L. /actis
DPC3147 realizado durante la noche y 3 ml de agua estéril para
inyectar.

3. Tratamiento con Bact. neg.: 2 ml de cultivo de L. /actis DPC5329
realizado durante la noche (mutante de L. /actis DPC3147 que carece
de bacteriocina) y 3 ml de agua estéril para inyectar.
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Tabla 6. Tratamientos en cada uno de los doce cuadrantes de las tres
vacas utilizadas para determinar el efecto de inyectar distintas
preparaciones de L. /lactis DPC3147 n la respuesta inmunitaria de las
vacas.

“ Cuadrante | Tratamiento
s _RF | Cultivoliofilizado’ |
| RH | Caldodecutivo® |
.t [ RH | Cutioliofiizado’
I | RF ' Caldodecuvo®
. 2810 LF ' cultivoliofilzado '
I RH | Caldodecultivo®
L RF | Sintatr’

! Cultivo liofilizado: se preparé el polvo liofilizado tal como se describe
en Materiales y Métodos y se resuspendié en un volumen total de 5 ml.
2 Caldo de cultivo: se diluyd con agua un cultivo de L. /actis DPC3147
preparado por la noche tal como se describe en Materiales y Métodos y
se utilizd como mezcla para inyectar.

% Sin tratar: cuadrantes de control sin tratar.
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Tabla 7. Efectos de utilizar los tratamientos con L. lactis DPC3147 en
comparacién con el tratamiento con el antibiético intramamario synulox.

Vaca  Cuad.  Tratamiento Dia 0 Dia 7 Dia 12
5 3 3
SCC aureus SCC aureus Sce aureus
285 LH 5mide L. 4759 0! 2437 0 6138 0
lactis 2 x 24 h

Smldel. 1

370 RHomidel 5227 + 271 0 2399 0
S5mide L. 1,2

400 LH ot l 592 4+ 2892 0 1358 0
5mide L.

598 LF omidel, = 2388 0 3954 0 2697 0
5mide L.

157 LF omidel 12 0 2004 0 872 0
5mide L.

170 WF o Smdel 3600 ++ 1568 ++ 3939 ++
5midelL.

1183 LH Jactis 2 X 24 h 3638 ++ 859 ++ 138 ++
5mide L.

1658 RFSmidel 5601 + 3143 0 2604 0
5mide L.

1807 LF omidel 390 0 2325 0 1124 ++
5mlde L.

1827 RH o mdel 280 ++ 1752 0 2998 +
5mide L. )

1867 LH  omidel 2057 eee 1791 it 2388 rt
5mide L.

1868 LF g Smidel 61 0 3631 0 1568 0

285 RF SV”“'°§ 3x12 4659 + 2721 + 5318 +

370 RE  Synulox3x12 79 ++ 209 0 406 0

400 RH  Synulox3x12 4735 ++ 2001 0 1141 0

598 RF Synulox3x12 5160 i+t 2073 i 2862 -

1157 RH SYnUlX3x12 - 599 + 2885 ++ 1539 +

1157 L Synulox3x12 - gg 0 109 0 377 0

1170 LH SYnulox3x12 4o 0 301 0 854 0

1183 L Synulox3x12 440 0 450 0 206 0
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1807 RH  Synlx3x 557 + 3456 0 6052 0
1807 LW SYMOX3x 303 0 1974 - 2730 +
1867 RH  SYWIOX3X  4g53 e 1674 -+ 1885 -+
1868 RF  SYWIX3X  gagy + 4051 + 4281 ++

1. Se procedioé al recuento y la puntuacién de las bacterias segun los
criterios siguientes: 0 = ausencia de patogenos + = < 40 cfu 10 pl-1, ++
=40 - 400 cfu 10 yl-1 y +++ => 400 cfu 10 pl-1

2. Infeccién con Streptococcus uberis
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Figura 1A. Valores del recuento de células somaticas y bacteriano en
los cuadrantes 714RH, 714LF y 96RF. La flecha negra indica el tiempo
de inyeccién. Se proporcion6 arbitrariamente un valor de 10000 x 1000
SCC ml™ a la respuesta clinica. Los recuentos bacterianos se expresan
como cfu ml'. Cuando se encuentran presentes menos de 400
bacterias ml™!, las bacterias se contaron con precision. A los valores
superiores a éste se les asignd un valor arbitrario de 500 6 1000
(cuando las bacterias resultaban demasiado numerosas para contar)
bacterias ml™".
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T00RH
° 1500 ‘ 15000 .
§ -g 1000 10000 %
@< s 5000 8
o« @
0 0
-1 Qam 1 2am 2pm 4am Sam  6am 20am
Dias antes y después de la inoculacion
[w— Estaf. "—actis —A—SCC |
408RH
1500 15000
e $ 2
c E 100 10000 =
23 e
=
3 S s00 sooe O
x 3
0 0
-1 OQam 1 Zam  2pm  4am  Sam  Gam 20am
Dias antes y después de la inoculacién
(- E staf. C—JHactis —A—SCC
T14LH
8 1500 ¢ 15000
c— . P4
g \E 1000 W S _
g€ swe & E
14 |8
0 [ 7]
-l Oam ) 2am 2pm 3am 4am Sam 6am 13an20am
Dias antes y después de la inoculacién
[ Estaf. £—Jactis ——scc |

Figura 1B. Valores del recuento de células somaticas y bacteriano en
los cuadrantes 700RH, 40SRH y 714LH. La flecha negra indica el
tiempo de inyeccion. Se proporcion6 arbitrariamente un valor de 10000
x 1000 SCC ml™" a la respuesta clinica. Los recuentos bacterianos se
expresan como cfu ml”". Cuando se encuentran presentes menos de
400 bacterias ml”, las bacterias se contaron con precisién. A los
valores superiores a éste se les asign6é un valor arbitrario de 500 6

1000 (cuando las bacterias resultaban demasiado numerosas para
contar) bacterias ml™".
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Vaca 1154LF. Muestras de leche antes de la inyeccion (izquierda) y
después de la inyeccidn (derecha).

Figura 2A. Aspecto de las muestras de leche procedentes de la vaca
1154LF tomadas antes y después de la inyeccién con Lactobacillus
lactis DPC 3147. Las muestras se presentan en el dia 0 y 7 dias
después de la inyeccion.

1154LF

3000

"
2000 8
106t

0

1000/mi

Puntuacién
clinica

0 I 112233456738
Days

[- Puntuacién clinica———SCC [

Figura 2B. Gréficos del recuento de células somaticas y la puntuacion
clinica en la leche de la vaca 1154LF a partir de las muestras tomadas
antes y después de la inyeccién con L. /actis DPC 3147.
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Vaca 1178LH. Antes de la inyeccion (dia 0) y después de la inyeccién
(dia 7).

Figura 3A. Aspecto de las muestras de leche procedentes de la vaca
1178LH tomadas antes y después de la inyeccién con Lactococcus
lactis DPC 3147. Las muestras se presentan en el dia 0 y 7 dias
después de la inyeccioén.

1178 LH
2500

2000
1500 *

o
1000 &
500

0
100 2 3 4 4 5 6 7 12 31 49

Puntuacion
1000/mi

clinica
O e NOW D o

Dias antes y después de la inyeccién

I— Puntuacion clinica =Qp= SCC‘]

Figura 3B. Gréficos del recuento de células somaticas y la puntuacion
clinica en la leche de la vaca 1178LH a partir de las muestras tomadas
antes y después de la inyeccion con L. lactis DPC 3147.
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Vaca 1850RF. Antes de la inyeccion (dia 0) y después de la inyeccién
(dia 9).

Figura 4A. Aspecto de las muestras de leche procedentes de la vaca
1850RF tomadas antes y después de la inyeccién con Lactococcus
lactis DPC 3147. Las muestras se presentan en el dia 0 y 9 dias
después de la inyeccion.

1850RF

<
L s 2000
k=
g 4 1500 » ..é
- 3
5 woo & S
& 2 [
2 w =
£ 500
=
& 9 o

0 1 1 2 2 3 4 5 6 9 41

Dias antes y después de la inyeccion

l-rPuntuacién clinica "—O—SCC j

Figura 4B. Graficos del recuento de células somaticas y la puntuacion
clinica en la leche de la vaca 1850RF a partir de las muestras tomadas
antes y después de la inyeccion con L. lactis DPC 3147.
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Vaca 1163RH. Antes de la inyeccion (dia 0) y después de la inyeccion
(dia 7).

Dia 0 Dia7

Figura 5A. Aspecto de las muestras de leche procedentes de la vaca
1163RH tomadas antes y después de la inyeccion con Lactococcus
lactis DPC 3147. Las muestras se presentan en el dia 0 y 7 dias
después de la inveccion.

1163RH
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g

8

g

—

g
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clinica

[ L e e e i e S O 1]
00 12 345678 9102531

Dias antes y después de la inyeccién

l- Puntuacién clinica —O——SCC—I

Figura 5B. Gréficos del recuento de células somaticas y la puntuacién
clinica en la leche de la vaca 1163RH a partir de las muestras tomadas
antes y después de la inyeccion con L. lactis DPC 3147.
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Vaca 1184RF. Muestras de leche antes de la inyeccion y después de la
inyeccion.

Dia 0 Dia 3

Figura 6A. Aspecto de las muestras de leche procedentes de la vaca
1184RF tomadas antes y después de la inyeccién con Lactococcus
lactis DPC 3147. Las muestras se presentan en el dia 0 y 3 dias
después de la inyeccion.
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2500

[ =4

S 2000 S
QO L=
o N 1500 :
2 o 1000
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o o w

-t ¢ 0 [ 2 3 4 5 6 16 57

Dias antes y después de la inyeccion

!n Puntuacion clinica —&—SCC l

Figura 6B. Gréficos del recuento de células somaticas y la puntuacion
clinica en la leche de la vaca 1184RF a partir de las muestras tomadas
antes y después de la inyeccion con L. /actis DPC 3147.
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Vaca 14LH. Muestras de leche antes de la inyeccidon (izquierda) v

después de la inveccion (derecha)

Dia 0

Figura 7A. Aspecto de las muestras de leche procedentes de la vaca
14LH tomadas antes y después de la inyeccion con Lactococcus lactis
DPC 3147. Las muestras se presentan en el dia 0 y 4 dias después de

la inyeccion.

Puntuacidn

clinica
S o N WP

14LH

SCCx 1000

01 2345678 915 36

Dias antes y después de la inyeccién

Puntuacién clinica 4= Ql"‘f‘J

Figura 7B. Gréaficos del recuento de células somaticas y la puntuacion
clinica en la leche de la vaca 14LH a partir de las muestras tomadas
antes y despues de la inyeccién con L. /actis DPC 3147.
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Figura 8A. Aspecto de las muestras de leche procedentes de la vaca
717RF tomadas antes y después de la inyeccién con Lactococcus lactis
DPC 3147. Las muestras se presentan en el dia 0 y 3 dias después de
la inyeccidn.

T17RF
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Figura 8B. Graficos del recuento de células somaticas y la puntuacion
clinica en la leche de la vaca 717RF a partir de las muestras tomadas
antes y después de la inyeccion con L. lactis DPC 3147.
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Vaca 264LF. Muestras tomadas el dia 0 (antes de la inyeccion, parte
inferior izquierda) v en los dias 5. 8 vy 12 (después de la inyeccidn, parte
inferior derecha y superior derecha e izquierda, respectivamente)

Figura 9A. Aspecto de las muestras de leche procedentes de la vaca
264LF tomadas antes y después de la inyeccidén con Lactococcus lactis
DPC 3147. Las muestras se presentan en el dia 0 y 5, 8 y 12 dias
después de la inyeccion.

clinica
g
SCC x 1000

Puntuacién

0 11 2345566791012131417 34

Dias antes y después de la inyeccion

I_ Puntuacion clinica =—dp— SCQ

Figura 9B. Graficos del recuento de células somaticas v la puntuacion
clinica en la leche de la vaca 264LF a partir de las muestras tomadas
antes v después de la inyeccion con L. lactis DPC 3147.
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Numeros de PMN y de linfocitos en los cuadrantes 273 LH, RH y 1850 RF

Numero de células

PMN <D3 PMN C<D) PMN cD3
273LH 2723RH . 1850
3 Dia OM Dia 1

Figura 11. Numeros de leucocitos en los cuadrantes individuales antes
y después del tratamiento con Lacfococcus lactis DPC3147 (vaca
273RH y vaca 1850RF); o caldo estéril (vaca 273 LH).
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Numeros de PMN y de linfocitos en la vaca 1803

1ADEH4 2
1206402 45
LOOE+G4
B.00E+03
5.00EH3
1005403
2005403
0.00E+00

Numero de células

Horas después de la inyeccion

{E Control ML jachis £3 Multimast B isobsenadante

Figura 12. Nimeros de leucocitos en los cuadrantes individuales antes
y después del tratamiento con Lactococcus lactis DPC3147 (RH);
antibiotico (LF); sobrenadante sin células (LH) o control sin tratar (RF).
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Produccion del anion superéxido en la vaca 1803

Conirol Multimast Liactis Sobrenadante
Cuadrante

[moh m24hr O48hr

Figura 13A. Produccion del anién superoxido por parte de los PMN en
cada uno de los cuatro cuadrantes en una vaca (vaca 1803) antes y
después del tratamiento con Lactococcus lactis DPC3147 (RH);
antibidtico (LF); sobrenadante sin células (LH) o control sin tratar (RF).

Intensidad de la fluorescencia en la vaca 1803
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Figura 13B. Niveles de intensidad de la fluorescencia del anion
superoxido en cada uno de los cuatro cuadrantes de la vaca 1803
antes y después del tratamiento con Lactococcus lactis DPC3147 (RH);
antibiético (LF); sobrenadante sin células (LH) o control sin tratar (RF).
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Figura 14. Recuento de células somaticas en los cuatro cuadrantes de
la vaca 1803 después de la inyeccién con Lactococcus lactis DPC3147
(RH); antibidtico (LF); sobrenadante sin células (LH) o control sin tratar
(RF). Dia 0 = antes de la inyeccion.
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