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RESUMEN
La mastitis es la enfermedad mas costosa en el rebafio lechero, esto dada su alta incidencia,

la disminucion que genera en la produccién lactea, el costo de los tratamientos y el aumento
en la tasa de eliminacion. Para la prevencion se plantean como medidas; un adecuado manejo
ambiental, una correcta rutina de ordefia y mantencion del equipo, y buen manejo en el

periodo de transicion. Ademas, y complementaria a lo anterior se plantea la vacunacion.

Este estudio tiene como objetivo evaluar la eficacia de una vacuna subunitaria polivalente
contra mastitis causada por Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Streptococcus uberis,
en vacas Holstein de alta produccion a través de indicadores de salud mamaria, calidad de la
leche y niveles productivos. El estudio se realiz6 en una lecheria ubicada en la provincia de
Melipilla, Region Metropolitana, utilizandose 240 animales, divididos en 4 grupos, de los
cuales 3 recibieron una vacuna subunitaria polivalente de diferentes lineas productivas y un
cuarto grupo recibié un placebo. La seleccion y distribucién de los animales se realizd
semanal y aleatoriamente. Se aplicaron 3 dosis, la primera en los dias 39-45 previo a la fecha
estimada del parto, la segunda dosis en los dias 13-19 previo a la fecha estimada de parto,
mientras que la tercera dosis se aplicé a los 40-46 dias posterior al parto.

Se recopil6 informacion desde el programa DairyComp 305, de informes mensuales
realizados por Cooprinsem y VetPoint. El andlisis estadistico de las variables incidencia,
agente causal y la proporcion de animales muertos o eliminados por mastitis clinica se realiz6
mediante pruebas de chi-cuadrado. La duracién de los casos y la produccién de leche se
evaluaron a traves de analisis de varianza. El recuento de células sométicas se analizo a través
de analisis de varianza para medidas repetidas. Se realizaron los analisis comparando los 4

grupos entre si, y posteriormente se compard el grupo placebo versus los 3 grupos tratados.

Las incidencias de mastitis clinica no fueron estadisticamente diferentes entre los cuatro
grupos. Tampoco existié diferencia entre el grupo placebo y los 3 grupos tratados,
observandose una tendencia (p=0,21) a una menor incidencia en los grupos vacunados (3,1%)
que en el grupo placebo (4,4%). La severidad no se logro evaluar. La duracion de los casos
de mastitis clinica en los cuatro grupos no fue diferente (p=0,56). Al comparar el grupo
placebo (5,44 £ 1,4 dias) y los grupos tratados (5,46 * 0,8 dias) tampoco hubo diferencias

(p=0,46). La produccion de leche acumulada a los 100 dias de lactancia no fue diferente entre
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grupos (p=0,71), observandose una tendencia a una mayor produccién por parte del grupo
placebo (4457 Lts.) por sobre los grupos tratados (4784 Lts.). El score de células somaticas
de los animales vacunados tendi6 a ser menor (p=0,06) al del grupo placebo. El agente causal
de los casos de mastitis clinica se analizo de forma descriptiva. Se registraron dos animales

muertos o eliminados por causa de mastitis clinica, ambos de grupos tratados.

Se plantea que dado el bajo desafio sanitario presente en el campo la vacuna no mostré una
ventaja significativa en las variables estudiadas. Sin embargo, se observd que en vacas
inmunizadas disminuyo el nivel de infeccion, el recuento de células somaticas y aumento la
produccidn de leche, observandose el mayor efecto en vacas con mayor nimero de lactancia,

que son las que tienen un nivel mas alto de desafio y una mayor produccion de leche.

En conclusién, la vacuna subunitaria polivalente no mostrd6 un nivel de proteccion
estadisticamente significativa bajo las condiciones descritas en este estudio respecto a las

variables analizadas, pero se observo tendencia a un mejor efecto en vacas de mayor edad.

Palabras claves: vacuna subunitaria polivalente, salud mamaria, mastitis clinica.



ABSTRACT

Mastitis is the most expensive disease in the dairy herd, given the decrease it generates in
milk production, the cost of treatments and the increase in the culling rate. For prevention
the proposed measures are; adequate environmental management, proper milking routine and
maintenance of the equipment, and good management during the transition period. In
addition, and complementary to the above, vaccination is proposed. This study aims to
evaluate the efficacy of a polyvalent subunit vaccine against mastitis caused by Escherichia
coli, Staphylococcus aureus and Streptococcus uberis, in high-yielding Holstein cows
through indicators of udder health, milk quality and milk production. The study was carried
out in a dairy located in the province of Melipilla, Metropolitan Region, using 240 animals,
divided into 4 groups, of which 3 received a polyvalent subunit vaccine from different
production lines and a fourth group received a placebo. The selection and distribution of the
animals was done weekly and randomly. Three doses were applied, the first one on days 39-
45 prior to the estimated calving date, the second dose on days 13-19 before the estimated

calving date, while the third dose was applied at 40-46 days calving.

Information was collected from the DairyComp 305 program, and from monthly reports
made by Cooprinsem and VetPoint. The statistical analysis of the variables incidence,
causative agent and the proportion of animals dead or culled by clinical mastitis was
performed using chi-square tests. The duration of cases and milk production were evaluated
through analysis of variance. The somatic cell count was analyzed through analysis of
variance for repeated measures. The analyzes were performed comparing the 4 groups with

each other, and then the placebo group was compared against the 3 treated groups.

The incidences of clinical mastitis were not statistically different between the four groups.
There was also no difference between the placebo group and the 3 treated groups, with a
trend (p = 0.21) showing a lower incidence in the vaccinated groups (3.1%) than in the
placebo group (4.4%). Severity could not be assessed. The duration of cases of clinical
mastitis in the four groups was not different (p = 0.56). When comparing the placebo group
(5.44 + 1.4 days) and the treated groups (5.46 + 0.8 days) there were also no differences (p =
0.46). Cumulative milk production at 100 days of lactation was not different between groups

(p = 0.71), showing a tendency to higher production in the placebo group (4457 Lts.)
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compared to the treated groups (4784 Lts.) The somatic cell score of vaccinated animals
tended to be lower (p = 0.06) than the placebo group. The causative agent of clinical mastitis
cases was analyzed descriptively. Two dead or culled animals were registered due to clinical

mastitis, both from treated groups.

It is proposed that given the low sanitary challenge present in the field, the vaccine did not
show a significant advantage in the variables studied. However, it is detected that in
immunized cows the level of infection, somatic cell count and milk production decreased,
observing the greatest effect in cows with the highest number of lactation, which are those

that have a higher level of challenge and higher milk production.

In conclusion, the polyvalent subunit vaccine does not show a statistically significant level
of protection under the conditions described in this study with respect to the variables

analyzed, but the tendency to a better effect in older cows is determined.

Keywords: polyvalent subunit vaccine, dug health, clinical mastitis.



INTRODUCCION

Uno de los principales problemas econémicos en los sistemas de produccion lecheros es la
mastitis bovina, enfermedad definida como la inflamacion de la glandula mamaria, que afecta
tanto la composicion como la cantidad de leche producida (Zhao y Lacasse, 2008). Con el
fin de disminuir los importantes costos econémicos es que se busca la prevencion mediante
diversas estrategias; entre ellos se encuentran manejos ambientales, de bienestar animal,

manejos en la rutina de ordefia y manejos inmunitarios.

La mastitis se clasifica en ambiental y contagiosa. Dentro de los agentes causales de mastitis
ambiental se encuentran Streptococcus uberis y Escherichia coli. Por otro lado,
Staphylococcus aureus es uno de los principales agentes causantes de mastitis contagiosa
(Pacha, 2015).

Las estrategias de prevencién utilizadas buscan disminuir la exposicién del pezon a los
agentes. Se destacan por una parte el manejo ambiental de camas y corrales, correcta rutina
de ordefia con una adecuada capacitacion al ordefiador, y por otra parte la inmunizacion del

animal.

En la actualidad existen vacunas en el mercado. La Unica disponible en Chile es la vacuna J5
(Enviracor®, Zoetis Inc,) que esta formulada a base de una cepa rugosa de Escherichia coli
0111:B. Recientemente se ha desarrollado una vacuna subunitaria altamente inmunogénica,
a base de nanovesiculas de fragmentos bacterianos, de pared y membrana celular y liposomas
de Streptococcus uberis, Escherichia coli y Staphylococcus aureus (Séaenz y Lapierre, 2014).
Permite utilizar todos los antigenos de superficie bacteriana y proteinas de membrana,
peptidoglicanos, ADN, entre otros elementos moleculares intracelulares que potencian
significativamente la respuesta inmune. La formulacion utilizada permite obtener antigenos
intactos, lo que permitiria mejorar la efectividad y duracion de la respuesta inmune en el

animal.

Considerando que solo existen estudios preliminares respecto a esta vacuna subunitaria, es

que se propone realizar un estudio de campo considerando variables sanitarias y productivas.



REVISION BIBLIOGRAFICA

La mastitis se encuentra dentro de las enfermedades més prevalentes en vacas lecheras,
considerada como una de las patologias mas costosas que afecta mundialmente a los rebarios.
Ocasiona importantes pérdidas economicas debido a la disminucion de la produccion lactea,
ademas del costo monetario que implica el tratamiento de la enfermedad y eventualmente el
aumento de la eliminacion de animales (Wellenberg et al., 2002). Estudios en lecherias de
alto rendimiento en EE.UU han determinado que el costo promedio fue de USD 179 por cada
caso de mastitis clinica (Bar et al., 2008). En Chile, para la zona central, se determind que la
prevalencia de mastitis fue de un 88,49% presentando un 81,1% mastitis subclinica y un
7,39% mastitis clinica. Por otro lado, se estimd que la incidencia anual de mastitis clinica en

la Regidn Metropolitana fue de un 48,7% anual (Azdcar, 2001).

Se produce mastitis cuando ingresan bacterias patdgenas al canal del pezén. Se define
mastitis como la inflamacion del epitelio glandular producido principalmente por bacterias
que ingresan por el conducto del pezdn, invaden y proliferan en dicho tejido desencadenando
una reaccion inflamatoria lo que implica un aumento en las células somaéticas, principalmente
polimorfonucleares neutrofilos. Esta inflamacion se ve reflejada en la alteracion de la

cantidad y composicién lactea pudiendo afectar uno o mas cuartos (Zhao y Lacasse, 2008).

Se han definido diferentes grados de severidad de la mastitis clinica, lo que ayuda a tomar
una decision en cuanto al tratamiento para cada uno de estos grados. La severidad se asigna
segun signos de inflamacion local de la ubre, firmeza, hinchazon y dolor del cuarto afectado
ademas de las caracteristicas de la secrecion lactea y el compromiso sistémico que pueda
presentar el animal, tales como fiebre, deshidratacion y la actitud basada en signos de
depresion (Roberson, 2012).

En relacion con la causa, las mastitis se clasifican como de origen ambiental y de origen
contagioso. Dentro de los patdgenos que producen mastitis hay bacterias de origen intestinal
como Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae, Escherichia coli y Klebsiella spp
(Oliver y Murinda, 2012) y su principal fuente de infeccidén es ambiental. Por otro lado, en
las mastitis de origen contagioso la glandula mamaria es la principal fuente de infeccién. En
estos casos los principales agentes son Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus y

Mycoplasma spp (Zhao y Lacasse, 2008). En Chile el principal agente causante de mastitis
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es el patdégeno ambiental E. coli. Se ha observado en la region de Valparaiso y en la region
Metropolitana un predominio de bacterias gran negativas (45,2%), principalmente E. coli
(40,8%) (San Martin et al., 2002).

Entre los factores que predisponen a la presentacion de mastitis se encuentra el periodo de
transicion fisioldgica en donde el ganado lechero es mas susceptible a sufrir enfermedades
infecciosas y metabolicas, definido como los ultimos dias de gestacion hasta el inicio de la
lactancia. En este periodo ocurren cambios fisiologicos y metabolicos que impactan en gran
medida el balance energético y la funcion inmunoldgica del animal (Raphael y Sordillo,
2013). Otro de los periodos criticos son el fin de la lactancia y el inicio del periodo seco.

En el periodo de transicion ocurre un aumento repentino de los requerimientos nutricionales
para la produccién lactea en un momento en que la ingesta de materia seca es baja. Como
consecuencia de esto, se produce la movilizacion de reservas corporales. Por lo tanto, las
vacas entran en un estado de equilibrio energético negativo (Grummer et al., 2004;
Ingvartsen, 2006). La movilizacidn intensa de lipidos de las reservas de tejidos da como
resultado una liberacion significativa de acidos grasos no esterificados (NEFA) en la
corriente sanguinea. Mientras que estos &cidos grasos son fuentes importantes de energia
durante los tiempos de mayores demandas metabolicas, las concentraciones elevadas de
NEFA alteran varias funciones inmunitarias e inflamatorias (Contreras y Sordillo, 2011).
Adicionalmente, los cambios endocrinos asociados al parto y el estrés metabdlico
relacionado con la lactogenesis incrementan el deterioro en la respuesta inmune (Kimura et
al., 1999; Kimura et al., 2014), Esto podria deberse por una parte a la disminucién brusca de
progesterona plasmatica y por otro lado al aumento transitorio de estrégenos y

glucocorticoides al momento del parto (Ingvartsen, 2006).

Para la ocurrencia de mastitis clinica debe haber proliferacion y transgresion de bacterias a
través del canal del pezdn hacia la glandula mamaria. Por ello, la principal medida de control
de la mastitis es la prevencion. Dentro de las medidas propuestas, una de las mas importantes
es el manejo ambiental, con el objetivo de disminuir el contacto de bacterias con el pezén
(Hogan y Smith, 2012).



Entre de los manejos recomendados para evitar la presentacion de mastitis se considera por
un lado el manejo ambiental asegurando un ambiente limpio, lugar seco y confortable para
el animal. Uno de los puntos clave es el material de las camas donde se debe utilizar un
material inorgénico, ya que presenta baja humedad y bajos sustratos para la proliferacion
bacteriana (Hogan y Smith, 2012). Otro punto imprescindible es una correcta rutina de
ordefio incluyendo la mantencion y uso apropiado del equipo de ordefio (NMC, s.f). Por otro
lado, otra de las medidas de manejo va enfocada a incrementar la resistencia del animal frente
a la infeccion; esto se logra mediante manejos alimentarios que buscan aumentar la ingesta
de materia seca para asi disminuir al minimo posible el balance energético negativo y obtener

una correcta funcion inmunoldgica (Erskine, 2012).

Por otra parte, dentro de las estrategias de prevencidn de mastitis se encuentra la vacunacion.
En la actualidad la vacuna mas utilizada para la prevencion de mastitis es una bacterina de
Escherichia coli de la cepa mutante J5 (Enviracor®; Zoetis Inc), por tanto, esta enfocada a
mastitis por coliformes. También existe la vacuna Startvac® (Hipra, S.A.) que es una vacuna
inactivada polivalente que contiene Escherichia coli (J5) y Staphylococcus aureus (CP8)
cepa SP 140, y provee inmunidad desde 13 dias posterior a la primera dosis hasta
aproximadamente 78 dias después de la tercera dosis (Hipra, S.A.). Dicha vacuna ha
demostrado aumentar la concentracion de anticuerpos especificos y disminuir la caida en la
produccion lactea y el recuento de células somaticas luego de su inoculacion (Piepers et al.,
2017).

Las vacunas actuales contra mastitis en el mercado son inactivadas, por tanto, en el proceso
de inactivacion mediante agentes quimicos o fisicos se altera el antigeno proteico. Esto
supone una alteracion en la presentacion antigenica y consecuentemente redunda en una
menor respuesta inmunoldgica (Saenz y Lapierre, 2014). Por otra parte, las vacunas
subunitarias utilizan particulas purificadas no infectantes, pudiendo seleccionar proteinas
Unicas con alta capacidad antigénica que estimulan mas especificamente al sistema inmune,
generando asi una respuesta mas especifica, como el caso de la seleccion de los pilis

enterotoxigenicos de E. coli. (Francis, 1993), otros estudios indican la alta efectividad en la
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induccion de anticuerpos neutralizantes por parte de vacunas subunitarias contra el virus de
la leucemia felina. Asi, la vacuna Leukocel-2® es una vacuna subunitaria que contiene
antigenos virales de cierta linea linfoide, los que estimulan la produccién de anticuerpos
especificos. (Berrios, 2001; Zoetis Inc). Por otra parte, vacunas virales subunitarias son
utilizadas en la poblacion humana como vacunas contra la influenza y hepatitis B siendo

incluso de uso obligatorio para la poblacion inmuno comprometida (MINSAL, 2010).

Recientemente se ha desarrollado una vacuna contra mastitis altamente inmunogénica. Esta
vacuna es en base a vesiculas de fragmentos de pared y membrana bacteriana, liposomas
originados de la membrana celular de los patdgenos Staphylococcus aureus, Escherichia coli
y Strepcoccocus uberis, ademéas de otros elementos como proteinas de membrana,
lipopolisacaridos, peptidoglicano y ADN, entre otros. Esta vacuna subunitaria polivalente
contiene antigenos contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Strepcoccocus uberis.
Dicha formulacion y técnica genera una mayor respuesta inmune, ya que tiene una mejor
presentacion antigénica debido a que las proteinas antigénicas no se desnaturalizan. Esto
produce una respuesta inmune de mayor intensidad y duracion. Ademas de generar
inmunoglobulinas altamente especificas, esta vacuna tiene la capacidad de estimular la
inmunidad local en mucosas, protegiendo asi al animal por la via de ingreso de patégenos
mas comdn, y en el caso de la mastitis, la principal. Esta vacuna ha sido evaluada
preliminarmente en un total de 30 vacas, primiparas y multiparas, donde la mitad de ellas fue
inmunizada y al resto se le administro un placebo. Se observé una reduccion en el recuento
de células somaéticas en la leche, ademas un aumento en los titulos de anticuerpos especificos
(IgG) contra antigenos de interés 30 dias post inmunizacion y una reducciéon en la
presentacion de mastitis de un 40 % en vacas primiparas y 14% en vacas multiparas respecto

a hembras no vacunadas (Saenz y Lapierre, 2014).

Considerando los resultados de este ensayo preliminar, se realiz6 un estudio de campo con
la misma vacuna involucrando un mayor numero de animales y considerando variables

sanitarias y productivas.



HIPOTESIS
La vacuna polivalente subunitaria contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus y
Streptococcus uberis es eficaz en la prevencion de la presentacion de mastitis en vacas

lecheras

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la eficacia de una vacuna subunitaria contra mastitis causada por Escherichia coli,
Staphylococcus aureus y Streptococcus uberis en vacas lecheras confinadas de la zona
central, a traves del estado de la salud mamaria, produccion de leche e indices de sanidad de

la misma.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Evaluar el efecto de utilizar una vacuna polivalente sobre la incidencia, duracion y

severidad de los casos de mastitis clinica en vacas lecheras.

2. Evaluar el efecto de vacunar con una vacuna subunitaria polivalente sobre la

produccién de leche y el recuento de células somaticas en vacas lecheras.

3. Evaluar el efecto del uso de una vacuna subunitaria polivalente contra mastitis sobre

el agente causal de mastitis en vacas lecheras.
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MATERIALES Y METODOS

El estudio se llevd a cabo en una lecheria ubicada en la comuna de Melipilla, region
Metropolitana. El plantel cuenta con 450 vacas totales de las cuales 380 estan en ordefia con
un promedio de produccion de 42 Lt/vaca/dia 'y 3 ordefias diarias. Las vacas estan alojadas

en corrales techados con piso de cemento y con cubiculos individuales con cama de arena.

Protocolo experimental

Se utiliz6 un total de 240 hembras las cuales fueron seleccionadas semanalmente a medida
que cumplian entre 39 y 45 dias antes de la fecha estimada de parto hasta completar la
cantidad de ejemplares requeridos. Los animales se asignaron semanalmente a uno de cuatro
grupos hasta completar aproximadamente 60 vacas por grupo. Las vacas fueron vacunadas
en 3 ocasiones, la primera dosis fue ingresando al estudio, es decir entre los dias 39-45 previo
a la fecha estimada de parto, la segunda dosis se aplico entre los dias 13-19 previo a la fecha
estimada de parto y la tercera dosis se aplico entre los dias 40-46 después del parto. A cada
grupo se les administré aleatoriamente 2 mL via subcutdnea de uno de los cuatro
tratamientos. Tres de los grupos recibieron la vacuna subunitaria proveniente de tres lotes
diferentes, mientras que un grupo fue el grupo control, cuyas vacas recibieron 2 mL de una
solucion placebo. Los frascos son iguales, numerados del 1 al 4, donde el operador no tuvo

conocimiento de su contenido.

Variables productivas sanitarias

La produccion de leche acumulada a los 100 dias de lactancia se obtuvo desde los registros
del programa DairyComp 305 (Valley Agricultural Software; Tulare, CA, USA). El recuento
de células somaticas se obtuvo desde el control lechero oficial de COOPRINSEM. Ademas,

se recopil6 la informacion relevante hasta los 180 dias de lactancia.

Iniciado el estudio, al momento del secado se tomd una muestra de leche de los cuatro
cuartos, la que fue enviada a laboratorio (VetPoint, Santiago) con el objetivo de determinar
la existencia de infeccion intramamaria antes de la vacunacion. Durante la lactancia, se
examinaba la leche al inicio de la ordefia mediante la inspeccidn de la leche para determinar
la presencia de mastitis clinica. El grado de severidad de la mastitis se define de acuerdo con
el protocolo propuesto por la International Dairy Federation (IDF, 1999) clasificandola como

mastitis leve, moderada y severa. El tratamiento se realiza de acuerdo con un protocolo
11



previamente elaborado. Antes de tratar se toma una muestra de leche para analisis

microbioldgico.

Procesamiento de datos y andlisis de la informacion

Los resultados microbiolégicos de las muestras de leche tomadas al iniciado del estudio se
relacionaron con los resultados de los cultivos microbioldgicos realizados a las muestras de
leche obtenidas de vacas que presentaron mastitis clinica durante el estudio.
Adicionalmente, se calculé la incidencia de casos clinicos de mastitis y por agente causal,
incluyendo la severidad y duracion de los casos. También se recopiléd informacién sobre
recuento de celulas somaticas, y el numero de animales muertos o eliminados por mastitis.

La informacion se analizé usando el programa estadistico IBM SPSS Statistics v.22

1. Para comparar la incidencia de mastitis clinica por grupo se utiliz6 la prueba de Chi
cuadrado (y2).

2. La severidad de los casos de mastitis clinica se analizd6 mediante la prueba de Kruskal-
Wallis. Esta variable discreta se evalu6 en cada grupo, los casos van a ser categorizados en

leves, moderados y severos.

3. La duracion de los casos de mastitis clinica y la produccién de leche acumulada a los 100
dias se analiz6 mediante analisis de varianza, considerando los efectos del tratamiento,
namero de lactancia y de las interacciones importantes entre las variables para lo cual se

utilizo el siguiente modelo en el caso de la duracion de los casos de mastitis clinica:

Yij=pt+Ti+Lj+(T*L)j + ¢
Donde:
Yijk = Duracion de los casos de mastitis clinica
T; = El efecto del i-ésimo tratamiento
L j= El efecto del j-ésimo ntimero de lactancia (1, 2, >3)

(T*L) ;= El efecto de la interaccion tratamiento por nimero de lactancia
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eij = Error

Ademas de este modelo para la produccion de leche acumulada a los 100 dias de lactancia:
Yij=ptTi+Lj+(T*L) i + ej
Donde:
Y;j = Produccion de leche acumulada a los 100 dias de lactancia.
T; = El efecto del i-ésimo tratamiento
Lj= El efecto del j-ésimo niimero de lactancia (1, 2, >3)
(T*L) ;= El efecto de la interaccion tratamiento por nimero de lactancia

ej = Error

4. El recuento de células somaticas (RCS) mensuales en leche fueron previamente
convertidos a puntajes lineales (PCS) y en base a la siguiente férmula (Dabdoub y Shook,
1984):

PCS= Log 2 (RCS/100) +3

Los PCS fueron analizados a través de un analisis de varianza para medidas repetidas. Se
consideraron los efectos de tratamiento, nimero de lactancia, el nimero de control y de las

interacciones importantes entre las variables. Lo anterior expresado en el siguiente modelo:

Yijk = pt+ Ti + V (Tj)j + Lk + (T*L) i« + eijk
Donde:

Yijk= Puntaje lineal de células somaticas

T; = El efecto del i-ésimo tratamiento

V (Ti)j = Efecto de la j-ésima vaca anidada dentro de tratamiento

L « = El efecto del k-ésimo nimero de lactancia

(T*L) = El efecto de la interaccion tratamiento por nimero de lactancia

eijk = Error
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5. Para evaluar el efecto de la vacuna sobre el agente causal de los cuadros de mastitis clinica,
se realizé un cultivo bacterioldgico y en base a los resultados de este fueron clasificados
como patogenos ambientales y patdgenos contagiosos. El analisis de esta variable discreta se

hizo a través de la prueba de Chi cuadrado.

6. La proporcion de animales muertos o eliminados en cada grupo por causa de mastitis
clinica hasta el dia 180 de lactancia fueron comparados a partir de una prueba de comparacion

de proporciones (2).

Se analizaron los cuatro grupos de forma independientes, en donde el grupo 1 recibié un
placebo y los restantes grupos recibieron 3 batches de la vacuna. Como resultado no se
encontraron diferencias significativas en la mayoria de los variables estudiadas. Dado lo
anterior, se realiz6 un nuevo andlisis agrupando los datos en un grupo vacunado (grupo 2, 3

y 4) y comparando este nuevo grupo con el grupo placebo.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Incidencia de mastitis
El grupo control que recibi¢ el placebo y contra el cual se realizaron las comparaciones, es

el grupo 1.

La incidencia de mastitis clinica se muestra en la figura 1, donde los grupos que recibieron
la vacuna subunitaria polivalente presentaron valores de incidencia de mastitis clinica muy
similares entre ellos, que varian entre un 2,7% Yy un 3,3%. El grupo 1 (placebo), present6 una

mayor incidencia de mastitis.
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Figura 1. Incidencia mensual de casos de mastitis clinica por grupo de tratamiento durante
180 dias, en vacas Holstein vacunadas contra mastitis clinica con 3 batches de la vacuna

(grupos 2, 3, 4) y un grupo de vacas no tratadas (grupo 1).

Al comparar la incidencia de mastitis clinica de los grupos, no se observé que existiera una
diferencia estadisticamente significativa entre ellos. La mayor diferencia se presenta entre
los grupos 1y 4 (p=0,19), mientras que los grupos 2 y 3 presentan una menor diferencia

(p>0,99) (Tabla 1).
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Tabla 1. Niveles de significancia (p) de la diferencia entre grupos al realizar la prueba de

comparacion de proporciones (x?) considerando la incidencia de mastitis clinica. Grupo 1;

placebo, grupo 2, 3y 4; tratados.

X2 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
Grupo 1 0,53 0,40 0,19
Grupo 2 >0,99 0,65
Grupo 3 0,66

Al realizar la agrupacion de los datos, se mantiene la tendencia a una menor incidencia de
mastitis clinica en los grupos que recibieron el tratamiento versus el grupo placebo (Figura

2). Si bien no se observan diferencias significativas entre los grupos, el nivel de significancia

disminuyé (p=0,21).
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Figura 2. Incidencia mensual de casos de mastitis clinica por grupo de tratamiento durante
180 dias, en un grupo de vacas Holstein no tratadas (placebo) y un grupo vacunado contra

mastitis clinica agrupando datos de 3 lotes de vacas con 3 batches de la vacuna.

Esta tendencia a una menor incidencia de mastitis clinica en vacas vacunadas puede estar
dada por una respuesta inmune temprana producida por la vacunacion, generando una
deteccion y respuesta precoz contra el patdgeno y una respuesta méas intensa frente a la

infeccion (Erskine, 2012). Las vacas del grupo vacunado que presentaron colonizacion
16



bacteriana pudieron resolver la infeccidn, ya que el sistema inmune de las vacas tratadas pudo
responder de mejor manera y en un tiempo mas corto, por lo tanto, no se alcanzaron a

desarrollar dichas infecciones como para generar una mastitis clinica.

Duracion de los casos de mastitis clinica
El promedio de duracién de los casos de mastitis clinicas para los cuatro grupos fue de 5 a 6

dias (Figura 3), no observandose diferencias significativas entre los grupos (p=0,56).
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Figura 3. Promedio de la duracion de los casos de mastitis clinica por grupo, en vacas
Holstein vacunadas contra mastitis clinica con 3 batches de la vacuna (grupo 2, 3, 4) y un

grupo de vacas no tratadas (grupo 1).

El analisis de varianza mostré que no existe un efecto significativo por parte de la variable
grupo para la duracién de los casos de mastitis clinica (p=0,56), tampoco se observé un efecto
para la variable nimero de lactancia (p=0,67) ni para la interaccion entre grupo y nimero de
lactancia (p=0,28).

Al analizar los datos agrupados se observéd un efecto similar. Se sigue observando que no
existe un efecto de las fuentes de variacion incluidas en el modelo sobre la variable estudiada
(Tabla 2). En cuanto a la duracion de los casos de mastitis clinica se observo un promedio de

5,44 + 1,4 dias para el grupo placebo y 5,46 + 0,8 dias para el grupo vacunado.
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Tabla 2. Efecto de las fuentes de variacion (grupo, nimero de lactancia e interaccién entre
ambos) incluidas en el modelo analisis de la varianza para la duracion de los casos de mastitis.
R2=0,07.

Fuente de variacion P
Grupo 0,46
NUmero de lactancia 0,68
Grupo * numero de lactancia 0,21

Los resultados obtenidos en relacion con la duracién de los casos de mastitis clinica son
concordantes con lo descrito por Smith et al. (1999) quienes indican que al inocular
convencionalmente con la bacterina Escherichia coli J5 no existe una diferencia significativa

para la duracién de los casos de mastitis clinica.

Produccion de leche acumulada

El analisis de varianza mostro que no existe un efecto del grupo (p=0,71) ni de la interaccion
entre los efectos grupo y nimero de lactancia (p=0,69) sobre la producciéon de leche
acumulada a los 100 dias. Por otro lado, hay un efecto altamente significativo del nimero de

lactancia sobre la variable (p=<0,01) (Tabla 3).

Tabla 3. Efecto de las fuentes de variacion (grupo, nimero de lactancia e interaccion entre
ambos) incluidas en el modelo de analisis de la varianza para la produccion de leche

acumulada a los 100 dias de lactancia. R2=0,42.

Fuente de variacion P
Grupo 0,71
NUmero de lactancia <0,01
Grupo * numero de lactancia 0,69

Estas mismas tendencias se observan al realizar el anélisis con los datos agrupados, donde
hay un efecto altamente significativo del nimero de lactancia (p=0,01). No hay un efecto

significativo del grupo (p=0,27) ni tampoco de la interaccion entre ambos efectos (p=0,23).
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Si bien no existe una diferencia estadisticamente significativa entre los grupos para la
produccion de leche, se observé una tendencia, por parte de los grupos tratados (grupo 2, 3y
4), a una mayor produccién, con una diferencia de aproximadamente 300 litros entre los

grupos que recibieron la vacuna subunitaria polivalente y el placebo (Figura 4).
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Figura 4. Promedio de la produccién de leche acumulada a los 100 dias de lactancia por grupo
tratamiento, en vacas Holstein vacunadas contra mastitis clinica con 3 batches (grupo 2, 3,
4) y un grupo de vacas no tratadas (grupo 1).

Esta diferencia entre los grupos se amplia aun mas al realizar el andlisis con los datos
agrupados (Figura 5), donde el nivel de significancia disminuye de un p=0,71 a un p= 0,27,

aun cuando la diferencia no es estadisticamente significativa.
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Figura 5. Promedio de la produccién de leche acumulada a los 100 dias de lactancia por grupo
tratamiento, en un grupo de vacas Holstein no tratadas (placebo) y un grupo vacunado contra

mastitis clinica agrupando datos de 3 lotes de vacas con 3 batches de la vacuna.

Al evaluar el efecto del nimero de lactancia se observa que a medida que aumenta el nimero
de lactancia mayor es la produccion de leche acumulada a los 100 dias de lactancia. Ademas,
existe diferencia estadistica en la produccion de leche entre vacas en su primera lactancia,

vacas de segunda lactancia y vacas con tres 0 mas lactancias (Figura 6).
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Figura 6. Promedio de la produccion de leche acumulada a los 100 dias de lactancia por
namero de lactancia, en vacas Holstein de los grupos vacunados contra mastitis clinica y el
grupo no tratado. P<0,01. *a, b, c: Promedios con diferente superindice son estadisticamente
diferentes (p<0,05)

En la figura 7 se muestra el efecto del grupo dentro del nimero de lactancia. Por una parte,
se observa que a mayor nimero de lactancia mayor es la produccion de leche acumulada a
los 100 dias. Ademas, existe una diferencia entre vacas que recibieron la vacuna subunitaria
polivalente y el grupo placebo donde en general los grupos tratados presentaron una mayor
produccién. Si bien la diferencia entre los grupos para la produccion de leche no es

significativa (p=0,71), ésta se observa mas marcada desde la tercera o mas lactancias.
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Figura 7. Produccion de leche acumulada a los 100 dias de lactancia por grupo y nimero de
lactancia, en vacas Holstein vacunadas contra mastitis clinica con 3 batches de la vacuna

(grupo 2, 3, 4) y un grupo de vacas no tratadas (grupo 1).

Esta misma tendencia se observa cuando se hace la agrupacion de los datos, en donde se
observa una mayor produccion de leche acumulada a los 100 dias en vacas vacunadas. De
igual forma existe una diferencia significativa en la produccién de leche de acuerdo con el
namero de lactancia (p<0,01), donde se observa una diferencia entre vacas de primera

lactancia y vacas de segunda o0 mas lactancia (figura 8).
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Figura 8. Produccién de leche acumulada a los 100 dias de lactancia por grupo y nimero de
lactancia en un grupo de vacas Holstein no tratadas (placebo) y un grupo vacunado contra

mastitis clinica agrupando datos de 3 lotes de vacas con 3 batches de la vacuna.

Se observa que dentro de cada nimero de lactancia existe una diferencia en los litros de leche
producida entre los grupos. En la primera lactancia se observa una diferencia entre el grupo
vacunado Yy el grupo placebo de un 2,9%. En la segunda lactancia existe una diferencia de
2,3 % entre los grupos. La mayor diferencia en cuanto a la produccion de leche se obtuvo en
la tercera lactancia, en donde se observa que el grupo que recibid la vacuna subunitaria
polivalente produjo 6,4% mas que vacas del grupo placebo, equivalente a 340 litros (Figura
8).

A diferencia de lo reportado en este ensayo para la produccion de leche, la mayoria de los
estudios citados muestran una mejor produccion de leche en animales vacunados. Es asi
como un estudio realizado en Israel, muestra que existe una mayor produccion de leche en
animales vacunados con fragmentos de Staphylococcus aureus (Leitner et al., 2003).
Similarmente, estudios realizados por el laboratorio HIPRA, en Catalufia, indican que al
administrar la vacuna de su mismo laboratorio Startvac® existe una disminucion significativa
(p<0,01) en los tratamientos farmacoldgicos, siendo menor el nimero y tiempo de
tratamiento de los casos de mastitis clinica en vacas que recibieron la vacuna. Por ende, el
grupo vacunado requiere de un menor tiempo y nimero de tratamientos. EI menor uso de
tratamientos farmacoldgicos genera un menor descarte de leche y en consecuencia mas litros
de leche por vaca. En cuanto a la vacuna J5, contra el agente Escherichia coli, se describe
que se reducen las pérdidas de leche atribuida a casos de mastitis clinica en grupos tratados

versus vacas no vacunadas (Hogan et al., 1992b).

Esta diferencia puede estar explicada ya que los estudios descritos en la literatura no
consideran vacunas de tipo subunitaria, ni polivalentes. Ademas, las condiciones de campo
son diferentes entre los ensayos y pudiendo encontrarse expuestas las vacas a diferentes

agentes y condiciones ambientales.

Por otro lado, en los grupos vacunados, el aumento en la produccion de leche acumulada es

concordante con la tendencia a una menor incidencia de casos de mastitis clinica en los
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mismos grupos. No obstante, este aumento en la produccion de leche acumulada no es
significativo ya que no se observo una diferencia en la duracion de los casos entre las vacas

vacunadas y el grupo placebo.

Recuento de células somaticas

Al realizar el anlisis de varianza de medidas repetidas se observo una diferencia significativa
entre los grupos (p=0,03), donde existe una diferencia significativa en el SRCS de 0,5 puntos
entre el grupo placebo y uno de los grupos tratados. Para los grupos 2, 3, 4 no se observé una
diferencia significativa. Se observd ademés que el numero de lactancia influye
significativamente en el recuento de células somaticas (p=0,002). En relacion con el nimero
del control lechero, a medida que va transcurriendo la lactancia, no se observo una diferencia
significativa entre ellos dentro de los grupos (p=0,25). Al observar la interaccion entre el
namero de lactancia y el grupo no existe una diferencia estadisticamente significativa (p=
0,08).

En la figura 9 se pueden observar los promedios de los recuentos de células somaticas por
grupo y numero de control, donde el grupo no vacunado (placebo) presenta una tendencia a

un mayor score de recuento de células somaticas.
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Figura 9. Promedios de minimos cuadrados del score de recuento de células somaticas (SRCS)
segun controles lecheros por grupo. En un grupo de vacas Holstein no tratadas (Grupo 1;

placebo) y un grupo vacunado contra mastitis clinica agrupando datos de 3 lotes de vacas con
23



3 batches de la vacuna (Grupo 2, 3 y 4; grupos tratados). *No existe diferencia significativa

(p>0,05) entre grupos dentro de cada control.

Al realizar el analisis con los datos agrupados, no existe una diferencia significativa en el
SRCS entre los grupos (p= 0,06) pero si se observa una tendencia a un menor score de células
somaticas para el grupo vacunado. Se mantiene la diferencia significativa entre el nimero de
lactancia, esta diferencia se observa en vacas con tres 0 mas lactancias quienes presentan un
mayor SRCS. Se observo una diferencia estadisticamente significativa entre el control 2, que
se realiza alrededor de los 45 a 50 dias en lactancia, y los demas controles lecheros. No
obstante, no se observé una diferencia significativa (p <0,01) entre los controles lecheros
dentro de cada grupo. Para la interaccion entre el grupo y el nimero de lactancia no se

encontraron diferencias estadisticamente significativas (p>0,99) (Tabla 4).

Tabla 4. Efecto de fuentes de variacion (grupo, numero de lactancia, control e interaccion
estos) incluidos en el modelo analisis de la varianza para el recuento de células somaticas.
R2=0,7.

Fuente de variacion P
Grupo 0,06
NuUmero de lactancia <0,01
Control lechero <0,01
Grupo * numero de lactancia >0,99
Grupo (Control) <0,01

Al agrupar los datos, se observa una tendencia a un mayor recuento de células somaticas en
el grupo que no recibio la vacuna subunitaria polivalente. No obstante, no se encontrd una
diferencia estadistica significativa entre los grupos (p=0,06) al momento de agrupar los datos.
Al inicio de la lactancia, en el primer control lechero, se presenta la mayor diferencia con un
delta de 0,5 puntos (Figura 12).
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Figura 12. Promedios de minimos cuadrados del score de recuento de células somaticas (SRCS)
segun controles lecheros por grupo placebo y grupos tratados. *No existe diferencia significativa

(p>0,05) entre grupos dentro de cada control.

Los resultados observados en este estudio difieren con lo descrito en la literatura, en donde
un estudio de la vacuna Starvac revelan que, al inocular a los animales, el score del recuento
de células somaticas disminuye significativamente (p=0,01). Al realizar la comparacién
numérica se observd una disminucion de 581.000 a 324.000 células somaticas
aproximadamente (Hipra S.A, s.f.). Esta diferencia puede estar dada ya que la inoculacion de
la vacuna Starvac fue realizada en un plantel con un nivel de desafio sanitario muy alto, en

donde las vacas presentaban muy altos niveles de células somaticas.

El menor recuento de células sométicas se observa alrededor del segundo control lechero lo
cual coincide con la tercera dosis de la vacuna subunitaria que se administro al dia 45 post
parto, posteriormente a esto se ve que a medida que transcurre la lactancia el SRCS va en
aumento. Lo anterior es concordante con lo descrito por el laboratorio Hipra (Hipra S.A., s.f.)
que indica que la vacuna Starvac provee inmunidad hasta 78 dias post inoculacion de la
tercera dosis. De igual forma la vacuna la inmunidad conferida al inocular con Enviracor se
ve disminuida a medida que aumenta la lactancia, hasta desaparecer a los 75 dias de lactancia
(Wilson et al., 2009).
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Agente causal de los casos de mastitis clinica

En una primera instancia se realizaria una prueba de proporciones comparadas (y2) entre
grupos para agentes ambientales y contagiosos. Dada la baja cantidad de muestras y que
como resultado de los andlisis microbioldgicos solo se obtuvieron agentes ambientales se

realizé un analisis descriptivo.

Si bien al momento del secado ninguna vaca presentd mastitis clinica algunas de las muestras
tomadas presentaron crecimiento bacteriano. Los resultados microbiol6gicos mostraron que
el agente més prevalente en los cultivos con un 47% fue Klebsiella spp. Ademas, en menor
medida se encontraron Streptococcus uberis, Nocardia spp, Proteus spp, Staphylococcus

coagulasa negativo. Por otra parte, entre un 40% de las muestras no presentaron crecimiento.

Por otro lado, en relacion con las vacas que presentaron mastitis clinica, los agentes
encontrados en las muestras de leche provenientes de estas, son similares a los obtenidos en
las muestras al momento del secado. En relacion con el grupo 1, el cual recibié el placebo,
se observa que el principal agente que creci6 fue Klebsiella spp, al igual que en los demas
grupos que fueron vacunados. Como segundo patégeno principal, independiente del grupo,
se encontrd Streptococcus uberis con excepcion del grupo 3 en el cual no se detectd dicho
agente. Nocardia spp se presenté en menor medida y solo en grupos que fueron tratados con

la vacuna subunitaria polivalente (Figura 13).
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Figura 13. Anélisis microbiol6gico de muestras de leche proveniente de vacas con mastitis
clinica, por grupo de tratamiento. G1; grupo placebo, G1, G2, G3; grupos tratados con vacuna

subunitaria polivalente.

Al igual gue en los demas analisis, se agruparon los datos por vacas tratadas y vacas del grupo
placebo. Como resultado de las muestras obtenidas de vacas que presentaron mastitis clinica
se obtuvo que en las vacas placebo y en vacas tratadas el principal agente observado es
Klebsiella spp y como segundo agente mas predominante Streptococcus uberis. Ademas, en
el grupo tratado se observaron muestras con Nocardia spp y streptococcus coagulasa

negativo (Figura 14).
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Figura 14. Resultado del analisis microbiolégico de muestras de leche provenientes de vacas
con mastitis clinica por grupo, en un grupo de vacas Holstein no tratadas (placebo) y un grupo
vacunado contra mastitis clinica agrupando datos de 3 lotes de vacas Holstein vacunado con
3 batches.

Como resultado de los cultivos microbioldgicos de las muestras de mastitis clinica, no se obtuvo
ningun cultivo positivo a E.coli y en mayor medida se presento el agente Klebsiella spp, lo que
discrepa de lo descrito en la literatura que indica que el agente de mayor presencia en las lecherias
de la zona central de Chile seria E. coli (Donoso, 1997). Esta diferencia observada con la
literatura puede estar dado por la similitud del crecimiento de las colonias en el medio de cultivo

(Puerta-Garcia y Mateos-Rodriguez, 2010).

Animales eliminados por mastitis clinica

El analisis de sobrevida mostré que 41 vacas abandonaron el estudio, sin embargo, sélo 2 de
ellas lo hicieron a causa de mastitis clinica, existiendo una muy baja tasa de eliminacion en
el periodo del estudio, el que durd hasta los 180 dias de lactancia, atribuida a casos de
mastitis. Las vacas eliminadas correspondian al grupo 3 con 185 dias en leche y al grupo 4
con 157 dias de lactancia, correspondientes a un 1,38 % y un 1,64 %, respectivamente. La
principal razon del bajo porcentaje de eliminacion por causa de mastitis clinica en el periodo
de estudio fue por la baja incidencia de mastitis clinica y ademas por el buen estatus sanitario

del plantel.
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DISCUSION GENERAL

A modo general y en base a los resultados observados la vacuna subunitaria polivalente no
tendria un efecto estadisticamente significativo en la incidencia y duracién de los casos de
mastitis clinica. También se observd que vacunar con dicha vacuna no tendria un efecto
significativo sobre la produccion de leche ni el recuento de células sométicas. Se observo una
tendencia a que vacas vacunadas presentaron una menor incidencia de mastitis clinica, una
mayor produccion de leche acumulada a los 100 dias de lactancia y un menor recuento de

células somaticas, pero estas diferencias no fueron significativas.

En ambos, grupos tratado y placebo se observé una baja incidencia de mastitis clinica en el
periodo en gue se realizd el estudio, lo que es consistente con la situacion historica del campo,
que tiene baja incidencia de mastitis (2,6% mensual). Si bien los factores de riesgo para
mastitis son mayores en sistemas en confinamiento, en consecuencia, se esperaria una mayor
incidencia de mastitis clinica (Constable et al., 2017), sin embargo, el adecuado manejo del
sistema es determinante. Esta baja incidencia se debe al buen estatus sanitario y bajo nivel
de desafio del plantel. Sin embargo, se observo una tendencia a una menor incidencia de
mastitis clinica en el grupo tratado.

Al igual que lo reportado en el presente estudio, Smith et al. (1999) indican que no existe una
diferencia significativa para la duracion de los casos de mastitis clinica entre vacunar o no con
bacterina E. coli J5. Sin embargo, existen otros estudios que difieren de lo anterior. Hogan et al.
(2005) plantea que al inmunizar con E. coli J5 los casos de mastitis duran menos (47-56 horas),
en relacion con las que no reciben vacuna (85 horas). Dado lo diferencia presentada en los

diferentes estudios, es que consideraria realizar mas estudios para poder analizar esta variable.

Si bien en la produccion de leche acumulada a los 100 dias de lactancia no se presentd una
diferencia significativa, se observa una tendencia a una mayor produccion en las vacas
vacunadas. Esta diferencia se ve mas marcada en vacas de tres 0 mas lactancia que recibieron la
vacuna versus la que no se vacunaron. Lo anterior puede estar dado, ya que a mayor numero de
lactancias la produccién aumenta y sufren un mayor nivel de estrés productivo, esto deja a las
vacas mas expuestas a infecciones. Al aumentar su produccion son vacas mas expuestas a
contraer mastitis clinica dado que sus niveles de estrés son mayores y su sistema inmune se ve

mayormente deprimido (Kimura et al., 2014). Es por lo anterior que se presenta una tendencia a
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una mayor incidencia de mastitis clinica a medida que aumenta el nimero ordinal de partos, lo

que coincide con la tendencia descrita a una mayor produccion en vacas de tres 0 mas lactancias.

Las vacas tratadas presentaron una fuerte tendencia a un menor recuento de células somaéticas
que en el grupo placebo. Por otro lado, la mayor diferencia numérica de células somaticas entre
vacas tratadas y no tratadas se presenta al momento del segundo control lechero, lo cual se podria
relacionar con la inmunidad otorgada por la tercera dosis, ya que los anticuerpos empiezan a
elevarse desde 15-30 dias post parto (Saenz y Lapierre, 2014). Posteriormente, a medida que
transcurre la lactancia, el recuento de células somaticas va en aumento ya que la inmunidad
conferida disminuye; es por lo que en un futuro estudio se puede considerar la administracién

de més dosis a lo largo de la lactancia.

En relacion con los resultados de los cultivos microbioldgicos provenientes de muestras de
leche de vacas con mastitis, ellos son concordantes con lo descrito en la literatura, ya que en
la zona central de Chile en mayor medida los casos de mastitis clinica son causados por
agentes ambientales (Donoso, 1997), donde en particular se encuentra E. coli (San Martin et
al., 2002). Si bien el principal agente aislado que se describe en la zona es Escherichia coli,
en este estudio no se logrd identificar. Sin embargo, esto puede estar dado ya que el principal
agente detectado fue Klebsiella spp, agente gram negativo, que se puede confundir al
momento del analisis microbioldgico. Ambos agentes provenientes del grupo de las
enterobacterias presentan un crecimiento muy similar en el cultivo microbiolégico. En el
medio de cultivo Mac ConKey crecen con una coloracion rosada, ya que tanto Escherichia
coli como Klebsiella spp fermentar la lactosa presente en el medio (Puerta-Garcia y Mateos-
Rodriguez, 2010). Por tanto, los resultados obtenidos pueden eventualmente deberse a una
mala identificacion de estas. Otra hipotesis que se plantea es que, dentro de las muestras sin
crecimiento, en las cuales no se desarrollaron bacterias o eventualmente estaban
contaminadas, en estas Ultimas el agente bacteriano Escherichia coli puede haberse
encubierto. Finalmente, otro punto a considerar es el tipo de mecanismo de accién del
patdgeno. Si bien son diversas las cepas de E. coli y el mecanismo mediante el cual producen
mastitis clinica, existen algunas cepas que colonizan, liberan sus factores de virulencia y
toxicidad, para posteriormente dejar el huésped mientras el sistema inmune de éste responde

a la infeccion con algunos signos clinicos (Lehtolainen, 2014; Le Bouguenec, 2005). Por
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ende y segun lo anterior la tercera hipostasis que se puede barajar es que, al momento de
tomar las muestras, el patdgeno ya habia abandonado el huésped. Si bien la vacuna es contra
Escherichia coli y no contra Klebsiella spp, estudios revelan inmunidad cruzada, brindando
cierta proteccion para mastitis causadas por Klebsiella spp, por parte de vacunas contra E.
coli, vacuna J5 (Wilson et al., 2007).

Se planted en primera instancia, analizar la severidad de los casos de mastitis clinica mediante
un analisis estadistico, pero esto no se pudo realizar dada la inconsistencia en los datos de
severidad para los casos de mastitis clinica. Algunos estudios revelan que existe una
tendencia a una menor severidad en los casos de mastitis clinica en vacas vacunadas. Hogan
et al. (1995) observaron que al vacunar con una bacterina de E. coli J5 disminuia la intensidad
de los sintomas de los casos de Mastitis clinica. Al igual que el estudio anterior, Deluyker et
al. (2005) observaron en un estudio de campo, que existia una diferencia significativa para
la severidad de los casos de mastitis clinica, existiendo menos casos de mastitis toxicas
sistémicas en el grupo vacunado contra E. coli. Por otra parte, se ha observado que al
inmunizar con la vacuna J5 los signos clinicos son menos severos que en vacas Nno
inmunizadas, pero esta diferencia observada no fue significativa (Hogan et al., 1993). Wilson
et al. (2009) observaron que no existio un efecto significativo de inmunizar con la vacuna J5
sobre la severidad de los casos de mastitis clinica. En consecuencia, con lo descrito en la
literatura, la severidad de los casos de mastitis clinica es una variable importante a considerar,

puesto que entrega informacion sobre la eficiencia de vacunar.

Los resultados obtenidos pueden estar explicados por el buen estatus sanitario del predio, el
cual confiere un nivel de desafio bajo. Si bien para las variables consideradas en este estudio
la vacuna no tiene un efecto estadisticamente significativo, no se puede afirmar que la vacuna
no tiene un efecto. Si bien la vacuna subunitaria polivalente baja el nivel de infeccién,
disminuyendo el recuento de células somaticas y a su vez aumentando la produccion de leche,
el efecto de la vacuna es marginal. Se debe considerar que en el campo que se realizd el
presente estudio tiene un promedio de 170.000 celulas somaticas. A diferencia de estudios
de la vacuna Starvac donde existe un mayor desafio en donde los niveles de células somaticas

se ven reducidos de 581.000 a 324.000 células somaticas. Es altamente probable que en
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campos con un mayor desafio sanitario se pueda observar un mayor efecto de la vacuna sobre

la incidencia, duracion, produccion de leche acumulada y recuento de células somaticas.

Uno de los pardmetros para poder evaluar la eficiencia de inmunizar con esta vacuna
subunitaria polivalente es medir las concentraciones séricas de inmunoglobulinas, esperando
elevar los titulos de anticuerpos al vacunar. En la literatura se describe que al inmunizar con
la vacuna J5, el grupo tratado presentd mayores concentraciones de inmunoglobulinas que el
grupo control, alcanzando una diferencia significativa. Se observo una diferencia en los

titulos de anticuerpos hasta el dia 45 post parto (Tomita et al., 2000).

Paralelo a este estudio se midieron los titulos de anticuerpos (IgE) en donde se observo que
al inocular la vacuna subunitaria polivalente los animales elevaron titulos de anticuerpo (L.
Séenz, comunicacion personal, 2019). Por tanto, si bien al momento de realizar el analisis
estadistico, la diferencia entre grupo tratado y grupo placebo no alcanzo significancia, si se
observo que la vacuna estimula la inmunidad, elevando los titulos de anticuerpos (IgE). Es
por lo anterior que se plantea realizar nuevos estudios considerando medir titulos de

anticuerpos (IgE).

Otro parametro que se debe considerar es la medicion de la severidad de los casos de mastitis
clinica, para poder determinar la eficiencia de vacunar con esta vacuna subunitaria
polivalente. Los resultados presentes en este estudio fueron considerados en un plantel con
un alto estatus sanitario; por ende, se postula realizar estudios en un plantel con un mayor
desafio sanitario. Ademas, se plantea considerar vacas de tres 0 méas lactancias en donde
podrian ser mas beneficiadas, dado que es en estas en donde se observé una mayor diferencia

en vacas vacunadas para la produccion de leche.
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CONCLUSIONES
Se observo una tendencia a una menor incidencia de mastitis clinicas en vacas vacunadas en

comparacion con vacas gque no recibieron la vacuna subunitaria polivalente.

No existié diferencia significativa en la duracion de los casos de mastitis clinica entre vacas

vacunadas versus el placebo.

En relacion con la produccion de leche acumulada a los 100 dias de lactancia no se observé
una diferencia estadisticamente significativa entre vacas vacunadas y vacas que recibieron el
placebo. Sin embargo, se observo una diferencia numerica en la produccion lactea, en vacas
vacunadas versus el grupo placebo. Esta diferencia es mas marcada en vacas de tres 0 mas

lactancias.

No existio diferencia significativa para el score de células somaticas entre vacas del grupo
placebo y vacas tratadas, tampoco se observd una diferencia entre los controles lecheros
dentro de cada grupo. No obstante, existid una tendencia a un menor score de células

somaticas en vacas vacunadas versus vacas que recibieron el placebo.

Todos los agentes encontrados, en los diferentes cultivos microbiolédgicos, fueron agentes
clasificados como ambientales. Los dos principales agentes encontrados en muestras
provenientes de vacas que presentaron mastitis clinica, en vacas vacunadas y vacas sin

vacunar, fueron Klebsiella spp y Streptococcus uberis.

Las vacas eliminadas o muertas por causa de mastitis clinica fueron solo dos, pertenecientes

ambas a los grupos que recibieron la vacuna subunitaria polivalente.
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