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RESUMEN

La mastitis bovina es uno de los principales problemas de la industria lactea. Esta
enfermedad afecta la cantidad y calidad de la leche, presentando un fuerte impacto sobre
el bienestar animal. Dentro de las practicas de manejo de la salud mamaria, el uso de
vacunas contra bacterias Gram negativas ha jugado un papel importante en la prevencion
y control de la enfermedad. Actualmente, se ha desarrollado una nueva vacuna subunitaria
contra la mastitis causada por Escherichia coli, sobre la cual no hay estudios publicados,

Y que se espera tenga mejores resultados en su eficacia protectora.

El objetivo de este estudio fue comparar la eficacia de una vacuna subunitaria contra
mastitis causada por Escherichia coli con la de una vacuna comercial (Enviracor®; Zoetis
Inc), en vacas lecheras confinadas de la zona central, a través del estado de salud mamaria,
produccién de leche e indices de calidad de la misma. Se incluyeron vacas de forma
aleatoria a dos grupos experimentales. Un grupo (n = 230) recibid la vacuna subunitaria,
mientras que el otro (n=213) fue vacunado con la vacuna J5. El protocolo de inmunizacion
fue similar para ambos grupos, e incluyo tres dosis de vacuna via subcutanea; la primera
al momento del secado, la segunda al preparto y la tercera alrededor de los 7 dias después

del parto.

Se recopild informacidon desde los registros prediales y de informes realizados por
Cooprinsem. La incidencia, el agente causal y la proporcion de animales muertos o
eliminados por mastitis clinica se analizaron mediante pruebas de comparacion de
proporciones. La duracion de los casos y la produccion de leche se evaluaron a través de
andlisis de varianza. El recuento de células somaticas se analizo a través de un analisis de

varianza para medidas repetidas.

Se presentd un total de 146 casos de mastitis clinica. Las incidencias de mastitis clinica en
el grupo tratado (n= 86) y en el grupo control J5 (n= 64), no fueron significativamente
diferentes (p = 0,23). La severidad de los casos de mastitis no fue diferente entre el grupo
tratado y control (p = 0,06), observandose una tendencia a una mayor severidad de los
casos de mastitis clinica en el grupo tratado. La duracién de los casos de mastitis clinica,
en el grupo tratado (6,4 + 0,4 dias) no fue diferente (p = 0,47) a la observada en el grupo

control J5 (6,6 £ 0,5 dias). Las produccién de leche acumulada a los 100 dias de lactancia



en vacas tratadas (4273 £ 61,6 L) y vacas control (4251 + 63,6 L), no fueron diferentes (p
=0,43).

El score de células somaticas en el grupo tratado (2,30 + 0,06) fue superior (p = 0,005) al
del grupo control (2,16 + 0,06). Esta diferencia fue mas evidente en vacas de segunda
lactancia. El analisis de la proporcion de bacterias ambientales como causa de los casos
clinicos de mastitis, entre el grupo de vacas tratadas (n = 59) y grupo de vacas control (n =
39), no mostro diferencias significativas (p = 0,41). La proporcion de animales muertos o
eliminados a causa de mastitis clinica en el grupo tratado (1,7%) y el grupo control (1,4%),
no fueron diferentes (p = 0,75). En conclusion, la vacuna subunitaria mostré un nivel de

proteccion similar al de la vacuna comercial en lo que respecta a las variables analizadas.

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



ABSTRACT

Bovine mastitis is one of the main problems of the dairy industry. This disease affects milk
quantity and quality, presenting a strong impact on animal welfare. Within the management
practices of mammary health, the use of vaccines against Gram-negative bacteria has
played an important role in the prevention and control of the disease. Currently, a new
subunitarian vaccine against mastitis caused by Escherichia coli has been developed, on
which there are no published studies, and which is expected to have better results in its
protective efficacy.

The objective of this study was to compare the effectiveness of a subunitarian vaccine
against mastitis caused by Escherichia coli with that of a commercial vaccine (Enviracor®,
Zoetis Inc), in confined dairy cows in the central zone, through the state of mammary
health, milk production and quality indexes of it. Cows were randomly included in two
experimental groups. One group (n = 230) received the subunitarian vaccine, while the
other (n = 213) was vaccinated with the J5 vaccine. The immunization protocol was similar
for both groups, and included three doses of vaccine subcutaneously; the first at drying-
off, the second at prepartum, and the third around 7 days after calving.

Information was collected from the farm records and reports by Cooprinsem. Incidence,
causative agent and the proportion of dead or culled cows by clinical mastitis were
analyzed by means of proportional comparison tests. Duration of clinical cases and milk
production were evaluated through analysis of variance. Somatic cell count was analyzed
through an analysis of variance for repeated measures.

A total of 146 cases of clinical mastitis occurred. Incidences of clinical mastitis in the
treated group (n = 86) and in the control group J5 (n = 64) were not significantly different
(p=0.23). Severity of clinical mastitis was not different between treated and control groups
(p = 0.06), with a trend towards greater severity of clinical mastitis in the treated group.
Duration of cases of clinical mastitis in the treated group (6.4 + 0.4 days) was not different
(p = 0.47) to that observed in the control group J5 (6.6 £ 0.5 days). Milk production
accumulated at 100 days of lactation in treated cows (4273 + 61.6 L) and control cows
(4251 + 63.6 L), were not different (p = 0.43).

Somatic cell score in the treated group (2.30 + 0.06) was higher (p = 0.005) than in the
control group (2.16 = 0.06). This difference was more evident in second lactation cows.



Analysis of the proportion of environmental bacteria as the cause of clinical cases of
mastitis, between treated (n = 59) and control cows (n = 39), did not show significant
differences (p = 0.41). The proportion of dead or culled cows due to clinical mastitis in the
treated group (1.7%) and the control group (1.4%) were not different (p = 0.75). In
conclusion, the subunitarian vaccine showed a level of protection similar to that of the

commercial vaccine with respect to the variables analyzed.

Key words: subunitarian vaccine, mammary health, clinical mastitis.
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1. INTRODUCCION

La mastitis bovina es una de las enfermedades que produce mayores pérdidas econémicas en
la produccion lechera, ya que afecta tanto la cantidad como la calidad de la leche. Dentro de
las mastitis, la de tipo ambiental es mas comun en aquellos predios que presentan un sistema
de confinamiento permanente, frecuente en la zona central del pais. En estos sistemas, el
principal agente patdgeno aislado de las infecciones intramamarias es la bacteria Escherichia
coli, perteneciente al grupo de los coliformes y que se encuentra presente en el ambiente en

el que vive el animal.

La mastitis causada por coliformes se caracteriza por ser oportunista, con un alto riesgo de
contagio, en el cual cerca del 80% a 90 % de los animales manifiestan signos clinicos, con
una duracion promedio por episodio de 10 dias (Hogan y Smith, 2012). Todo esto repercute
negativamente sobre la rentabilidad de la empresa debido a pérdidas asociadas a la baja

produccion de leche, costos por tratamiento, muertes o eliminacion.

Dentro de las medidas que permite prevenir la mastitis clinica por coliformes, se encuentran,
por una parte, aquellas que disminuyen la exposicion del pezén a los agentes patdgenos,
limitando el contagio hacia los animales. Alternativamente existen estrategias que potencian
la respuesta inmune, a partir de la vacunacion, la cual es cominmente utilizada como un
método de control. La vacuna comercial mas utilizada en la zona central es la vacuna J5
(Enviracor®, Zoetis Inc, Kalamazoo, MI, USA), la cual esta formulada a base de una cepa
rugosa de Escherichia coli O111:B4. A partir de diversos estudios se ha evaluado su
efectividad con respecto al efecto de la vacuna contra la mastitis clinica, el cual se expresa
en una disminucion en la severidad y duracién de los casos, sin afectar significativamente la
incidencia (Smith et al., 1985a; Gonzalez et al., 1989; Hogan et al., 1992b; Hogan et al.,
1995; Gonzalez et al., 1996;; Hogan et al., 2005; Wilson et al., 2008; Wilson et al., 2009).

Recientemente se ha desarrollado una vacuna subunitaria, no disponible comercialmente,
altamente inmunogénica, a base de nanovesiculas de fragmentos bacterianos, de pared y
membrana celular y liposomas de Escherichia coli. 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
formulacién utilizada permite obtener antigenos intactos, lo que permitiria mejorar la
efectividad y duracion de la respuesta inmune en el animal. Debido a la falta de estudios
previos, y a la necesidad de crear nuevas soluciones a los desafios sobre sanidad mamaria,
sumado a su importancia en la rentabilidad de la empresa y calidad de la leche destinada a
los consumidores, es que en esta memoria se plante6 comparar la efectividad de una nueva

vacuna subunitaria con la vacuna Enviracor J5 en condiciones de campo.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Mastitis en la vaca lechera

La mastitis es una reaccion inflamatoria de la glandula mamaria, que produce dafio
patoldgico del epitelio glandular, causada principalmente por bacterias (Zhao y Lacasse,
2008). La mastitis se define como la inflamacion de la glandula mamaria causada por agentes
infecciosos y no infecciosos, dentro de los infecciosos se encuentran las bacterias,
micoplasmas, levaduras y algas (Bradley, 2002). El proceso inflamatorio, en respuesta a la
presencia de agentes patdgenos, activa reacciones locales, involucra la entrada de células
somaticas, principalmente neutrofilos polimorfonucleares (PMN), a la glandula mamaria,
que pueden ocasionar dafio en el tejido mamario del animal (Aitken et al., 2011). Los
microorganismos ingresan a traves del canal del pezén, invaden y proliferan en el tejido
glandular, alterando la cantidad y composicion de la leche producida, pudiendo afectar uno
0 mas cuartos. Se puede inferir, entonces, que la mastitis es una enfermedad compleja, cuya
presentacion esta estrechamente relacionada con la interaccion existente entre el huésped
susceptible, agente etiolégico y el ambiente, componentes de la Ilamada triada
epidemioldgica.

La mastitis se clasifica segin la presencia de sintomas, en mastitis clinica y mastitis
subclinica. La mastitis clinica (MC) se caracteriza por alteraciones visibles de la leche o la
ubre, con signos evidentes de inflamacion de la glandula mamaria como enrojecimiento,
hinchazén y dolor del cuarto afectado, provocando cambios quimicos y fisicos en la leche
pudiendo comprometer al animal al desarrollo de una enfermedad sistémica (Koeck et al.,
2012). Por otro lado, la mastitis subclinica se presenta como una inflamacion local leve e
inaparente de la glandula mamaria, la leche presenta aspecto normal y no hay signos de
inflamacién en la glandula mamaria del animal, pero de igual forma se ve afectada la cantidad
y calidad de la leche producida, siendo necesario para su diagnostico el uso de téecnicas de
laboratorios, a través de la medicion del recuento de células somaticas en leche (Constable
et al., 2017). La mastitis puede ocasionar distintos niveles de dafio al tejido mamario,
causando importantes efectos negativos en la salud y produccion a corto plazo e incluso llegar
a afectar la vida productiva futura, lo que requiere distintos tratamientos y de elevados costos

econdmicos (Oliveira y Ruegg, 2014).



2.1.1. Repercusion economica de la mastitis bovina

La mastitis, independiente de su forma de presentacion, representa la enfermedad mas
costosa del ganado lechero debido a la disminucion en la produccion y calidad de la leche,
costos por tratamiento y leche de descarte, entre otros. Se ha determinado a partir de un
estudio en lecherias de alto rendimiento en EE.UU, que el costo promedio por caso de
mastitis clinica fue de USD 179, de los cuales USD 115 corresponden a costos asociados a
la perdida de leche, USD 14 por aumento de mortalidad y USD 50 por los costos implicados
en el tratamiento de los casos de mastitis clinica (Bar et al., 2008). Por su parte, se ha
estimado los costos directos e indirectos de los casos de mastitis clinica ocurridos en los
primeros 30 dias de lactancia (Rollin et al., 2015). El costo promedio de un caso de mastitis
clinica en éste periodo alcanzé los USD 444, valor compuesto por USD 128 de costos
directos por concepto de leche no comercializable, pérdida por muerte, tratamientos
realizados y mano de obra, y por USD 316 de costos indirectos, relacionados a la disminucién
futura de leche, sacrificio y pérdidas reproductivas. Estos ultimos, son costos manifestados
en el resto de la lactancia, los que representan un costo econémico considerable en la

rentabilidad de la industria lactea.

El impacto econdmico de la mastitis clinica, también ha sido estimado segun agente causal,
encontrando que bacterias Gram negativas representan un costo mas elevado comparado con
las mastitis causadas por bacterias Gram positivas, siendo de USD 210 y USD 130,
respectivamente (Cha et al., 2011). En el mismo estudio, se observo que el costo promedio
por caso de mastitis clinicas causadas por bacterias Gram negativas, estuvo relacionado
principalmente a pérdidas productivas, mientras aquellas causadas por bacterias Gram

positivas se relacionaron a costos por tratamiento.

En la misma linea, la relacion entre la mastitis clinica y sus repercusiones en la produccion
de leche ha sido investigada. Un estudio ha descrito que vacas que presentan mastitis clinica,
no solo reducen la produccion de leche durante el cuadro clinico, sino también el nivel
productivo a lo largo del resto de la lactancia (Rajala-Schultz et al., 1999). Pérdidas
productivas en relacion al agente bacteriano causal, han mostrado que mastitis clinicas
causadas por bacterias Gram negativas presentan un mayor impacto productivo, en

comparacion a los casos de bacterias Gram positivas, alcanzando valores de 304 kg y 128
4



kg, respectivamente, en los 50 dias posteriores al caso de mastitis clinica (Schukken et al.,
2009). Otros autores, también han estimado la pérdida diaria de leche en vacas que han
sufrido mastitis clinica, la que podria alcanzar de 1 a 2,5 kg durante las primeras dos semanas
posteriores al caso clinico, presentando diferente impacto segun el nimero de partos y de la
etapa de lactancia (Rajala-Schultz et al., 1999). Adicionalmente, se ha detectado una relacion
directa entre los casos de mastitis y el nimero de lactancia, por lo que vacas con mastitis
clinica en la primera lactancia presentan un mayor riesgo de presentar mastitis en la segunda
lactancia (Dhakal et al., 2016).

2.1.2. Incidencia y etiologia

La incidencia de mastitis en Chile ha sido dificil de determinar, ya que no se han realizado
investigaciones continuas de sus cambios a nivel nacional que permitan dimensionar el
problema. A partir de estudios llevados a cabo en la Region Metropolitana, Moraga et al.
(1994) estimaron que la prevalencia de mastitis, independiente de su presentacion, fue
aproximadamente del 64% anual. Por su parte, Azdcar (2001) determino que la prevalencia
de mastitis clinica fue cercana al 49% anual, segin datos recabados en la zona central de
Chile.

Los principales microorganismos causantes de mastitis se clasifican en dos grandes grupos,
segun fuente de infeccion, en patdgenos ambientales y en patdgenos contagiosos. Dentro de
las bacterias ambientales se encuentran; Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae,
Escherichia coli y Klebsiella spp (Oliver y Murinda, 2012), de origen intestinal, siendo el
ambiente la principal fuente de infeccidn. Por su parte, los patdgenos de tipo contagiosos
incluyen a Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus y Mycoplasma spp (Zhao y

Lacasse, 2008), siendo la glandula mamaria la principal fuente de infeccién.

Varios estudios sobre la proporcion de los agentes patdgenos causantes de mastitis clinica se
han realizado en los sistemas productivos a nivel nacional. Donoso (1997), determind en la
Region Metropolitana la frecuencia de los agentes patdgenos en vacas lecheras con mastitis
clinica, resultando que el agente bacteriano mayormente aislado correspondié a E. coli
(38,2%), en segundo lugar a Staphylococcus coagulasa negativos (CNS) (15,9%) y en tercer
lugar S. aureus (6%). Por su parte, Azocar (2001) informé a partir de un estudio

5



bacterioldgico de los casos de mastitis clinica, que la mayor proporcion de patogenos aislados
fueron bacterias contagiosas, representado por CNS (25%) y S. aureus (10%), y s6lo una
menor cantidad fue aislado E. coli (5%). Estos resultados difieren a los descritos en la
literatura, lo que podria deberse al nimero reducido de muestras, y sobre todo al tipo de

sistema de produccidn, basado en pastoreo, entre otras causas.

A partir de un estudio llevado a cabo en la zona central y sur de Chile, San Martin et al.
(2002) observaron que vacas lecheras de la zona central presentaron un alto desarrollo de
bacterias Gram negativas (45,2%), cuyo principal agente causal fue E. coli (40,8%), en tanto,
en la zona sur hubo predominio de bacterias contagiosas, con mayor importancia de S. aureus
(55,5%). Otro estudio mostro que del total de aislados bacterianos fueron identificado a S.
aureus, CNS'y E. coli como los agentes patdgenos mayormente aislados, lo que corresponde
a 44,7%, 24,2% y 15,7% de la totalidad de casos clinicos, respectivamente (San Martin et
al., 2003). Datos mas recientes reportan que vacas con mastitis de la zona central presentaron
un alto predominio de E. coli y CNS mientras en la zona sur fue identificado a S. aureus
como el microorganismo causal mas frecuentemente aislado de vacas con mastitis (Reyes et
al., 2016).

2.2. Mastitis ambiental: Definicion y caracteristicas

2.2.1. Mastitis por coliformes

Los coliformes son un grupo bacteriano Gram negativo, fermentadores de lactosa del tipo
aerobia o anaerobia facultativas que pertenecen a la familia Enterobacteriaceae. Los géneros
clasificados como coliformes incluyen Escherichia, Enterobacter y Klebsiella (Schukken et
al., 2012). Ademas, hay otros tipos de especies bacterianas Gram negativas que pueden
causar infecciones intramamarias, pero con caracteristicas distintas a las mastitis causadas
por coliformes, entre estos se pueden mencionar a las especies Pseudomonas, Proteus, y
Serratia, encontrandose ocasionalmente como causante de los cuadros de mastitis clinica
(Britten, 2012).

Los coliformes, son clasificados como bacterias de tipo ambiental, y son responsables de
causar la mayor proporcion de las mastitis clinicas en sistemas de confinamiento intensivos,

siendo el ambiente su principal fuente de infeccion, pudiendo estar presente en variados
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lugares en el habitat del animal, quedando las vacas expuestas permanentemente a las
bacterias potencialmente patégenas. Los patdgenos ambientales causantes de mastitis son
principalmente bacterias pertenecientes al grupo de los coliformes, siendo la especie E. coli
la principal responsable de los casos clinicos de mastitis, es una bacteria que forma parte de
la flora normal del tracto gastrointestinal de animales de sangre caliente (Hogan y Smith,
2012). Por su parte, los géneros Klebsiella y Enterobacter se encuentran principalmente en
suelos, granos, agua Yy tracto gastrointestinal de los animales, que cominmente suelen estar
presente en las mangueras de la sala de ordefio utilizadas para lavar las ubres, contaminadas
durante la ordefia (Hogan y Smith, 2012). Las vacas se encuentran echadas la mayor parte
del dia, lo cual hace que sus pezones estén en constante contacto con los materiales de cama,
aumentando el riesgo de contagio debido a la gran cantidad agentes bacterianos existentes en
dichos materiales, encontrandose una relacidn directa entre estas y las bacterias detectadas
en los pezones y la tasa de mastitis clinica (Hogan y Smith, 2012). A pesar de que estas
bacterias pueden causar variadas enfermedades infecciosas, entre ellas algunas que pueden
afectar el tracto respiratorio y urogenital en vacas lecheras, la diseminacion de estas bacterias

hacia la glandula mamaria no es de importancia (Hogan y Smith, 2012).

Las bacterias coliformes no pueden sobrevivir en la piel del pezén por un periodo de tiempo
prolongado, ademas tienen baja capacidad de adaptacion a la glandula mamaria, y ante una
infeccion, la vaca responde frecuentemente con una adecuada respuesta inmune, pudiendo a
menudo eliminar al agente infeccioso (Ruegg, 2012). La mastitis clinica por coliformes se
caracteriza por presentar cuadros clinicos leves o moderados, y en menor medida casos
clinicos severos, estos ultimos pueden alcanzar el 10% del total de casos clinicos de mastitis
(Hogan et al., 1989; Oliveira y Ruegg, 2014). Las manifestaciones clinicas leves, incluyen
distintos grados de inflamacion del cuarto afectado, pudiendo evolucionar a un caso clinico
moderado, el que se acompafia de alteraciones visibles de la secrecion lactea, vy
eventualmente generar una enfermedad severa, con signos sistémicos, asociados a una
disminucion del consumo de alimento, fiebre, deshidratacion, muerte o eliminacion del

animal del sistema productivo (Hogan et al., 1989; Ruegg, 2012).

Aproximadamente el 85% de las infecciones intramamarias causadas por coliformes derivan

en mastitis clinica, y rara vez causan un aumento en el recuento de células somaticas en leche,
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presentandose estas mastitis en mayor medida en rebafios bien manejados, con bajo recuento
de células somaticas y con aumentos en el nimero de casos clinicos mensuales (Hogan y
Smith, 2003; Ruegg, 2012).

Las infecciones causadas por coliformes son consideradas oportunistas y en promedio tienen
una duracion de 10 dias (Hogan y Smith, 2012), variando segun agente infeccioso y del nivel
de adaptacion de estos a la glandula mamaria, por lo que la prevalencia de mastitis clinica
por coliformes no excede el 2%, pero pueden llegar a causar cerca del 30 a 40% de los casos
de mastitis clinica (Hogan et al., 1989). Las mastitis clinicas por coliformes, especificamente
las causadas por E. coli y Klebsiella spp, rara vez presentan un curso cronico, con duraciones
superiores a 90 dias, sin embargo estas bacterias pueden persistir por un largo tiempo en el
interior de la glandula mamaria, lo que no es una cualidad de todas las bacterias Gram
negativas (Hogan y Smith, 2003). Por su parte, Serratia spp y Pseudomonas spp, con
frecuencia producen infecciones intramamarias crénicas, que pueden incluso persistir en

lactancias posteriores (Hogan et al., 1989).

Durante la lactancia, cerca del 80% al 90% de las infecciones intramamarias por coliformes
cursa con signos clinicos (Smith y Hogan, 2001). Las bacterias pueden invadir y multiplicarse
dentro de la glandula mamaria, causando manifestaciones clinicas debido a la presencia de
toxinas en la pared celular de las bacterias Gram negativas, las cuales son liberadas una vez
muerta hacia el torrente sanguineo, destruyendo las membranas celulares y dafiando el tejido
productor de leche, llegando a causar signos sistémicos de la enfermedad. Se ha observado
que cerca del 70% de los casos clinicos de mastitis causadas por bacterias Gram negativas se
presentan durante los primeros 90 dias de lactancia (Hogan et al., 1992), lo que ha establecido
la importancia de esta enfermedad en los sistemas productivos. Adicionalmente, las mastitis
clinicas causadas por bacterias Gram negativas presentan un mayor riesgo de muerte y
sacrificio, en comparacion a los casos clinicos causados por bacterias Gram positivas (Cha,
etal., 2013).

Varios estudios han determinado que las infecciones intramamarias causadas por bacterias
Gram negativas, manifiestan mayores pérdidas de leche posterior a un caso clinico de
mastitis, en comparacion a las causadas por bacterias Gram positivas u otros

microorganismos (Milne et al., 2003; Schukken et al., 2009).
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2.2.2. Desarrollo de la enfermedad

Las bacterias logran ingresar a la gldndula mamaria a través del canal del pezon. Es la
principal puerta de entrada de las bacterias coliformes y la primera linea de defensa del
sistema inmune innato, compuesta por elementos fisicos y quimicos, que limita el ingreso de
agentes bacterianos a la glandula mamaria. A pesar que se desconoce el mecanismo por el
cual logran ingresar, es probable que al ser patégenos oportunistas aprovechen momentos en
los que el canal disminuye su capacidad de barrera (Hogan y Smith, 2003), como son el
periodo proximo al parto y durante o posterior al proceso de ordefia, en los que esta
mayormente expuesto, lo que facilita la entrada de bacterias ambientales a través del canal

del pezon.

Existe una compleja cadena de respuestas inmunes innatas y adaptativas relacionadas entre
si, y que son claves en la defensa de la glandula mamaria contra las infecciones bacterianas
causantes de mastitis. Una vez que las bacterias coliformes atraviesan el canal del pezén y
logran entrar a la cisterna de la gldndula mamaria, se encuentran con distintos factores
antibacterianos solubles como péptidos, lactoferrinas, sistema del complemento, lisozima, y
citoquinas, que presentan propiedades bactericidas y bacteriostaticas que atacan a las
bacterias invasoras (Aitken et al., 2011). Estos factores pueden fluctuar sus concentracién en
los distintos periodos de lactancia, pudiendo cambiar su eficacia frente a distintas bacterias
patdgenas que producen mastitis (Aitken et al., 2011).

Una vez que los coliformes sobrepasan las barreras naturales de la glandula mamaria, tanto
las bacterias como los leucocitos, liberan una serie de productos, que permiten la
movilizacion rapida de neutrofilos desde la sangre hacia el cuarto mamario afectado,
provocando un aumento de las células somaticas en leche, que incluyen a macréfagos,
polimorfonucleares y linfocitos (Kehrli, 1994). Esta respuesta Se caracteriza por ser
inespecifica y por no mejorar con exposiciones sucesivas al agente infeccioso. Una vez
instalada la infeccion intramamaria, las células somaticas aumentan paulatinamente en las
primeras 12 a 24 horas, donde los neutrofilos son el principal componente de este incremento
(Kehrli, 1994).



Los coliformes se caracterizan por un rapido crecimiento bacteriano, acompafado de la
liberacion de endotoxinas, que promueven la liberacion de eicosanoides y citoquinas por las
células inmunes, que desencadenan una respuesta inmune aguda y de corta duracion,
caracteristica de este tipo de infeccion (Hogan y Smith, 2003; Aitken, 2011). Si la defensa
inmune innata logra destruir a la bacteria, el reclutamiento de células defensivas se detiene y
solo una leve inflamacion local es necesaria para recuperar el estado normal de la glandula
mamaria. De acuerdo a lo eficiente de esta respuesta, va a ser la velocidad de eliminacion de
los agentes patdgenos, y el impacto que tenga sobre la funcionalidad de la glandula mamaria,
que puede llegar a afectar la calidad y cantidad de leche producida. En ocasiones, puede
ocurrir que la respuesta inmune innata se vea superada por la infeccion intramamaria,
permitiendo el crecimiento bacteriano y prolongandose la respuesta inmunoldgica,
manifestando signos clinicos mas severos, que van en directa relacion al nivel de dafio del
tejido mamario (Kehrli, 1994). La importancia de una adecuada respuesta inmune innata
radica en el efecto directo sobre la respuesta inmune adaptativa, ya que afectaria la gravedad

y duracion de las infecciones intramamarias (Aitken et al., 2011).

Cuando la respuesta inmune innata no logra acabar con la infeccion, el sistema inmune
adaptativo se activa, a traves de una respuesta mediada por linfocitos y células de memoria
especificas contra los antigenos actuantes. Estas células tienen la capacidad de reconocer
patrones antigénico especificos de un patdgeno determinado, cuya respuesta puede tardar
varios dias en establecerse (Aitken et al., 2011). La inmunidad adquirida se basa en el
reconocimiento de antigenos, a través de los linfocitos CD4+, CD8+ vy linfocitos B, que
permiten ante una segunda exposicion responder de forma especifica, mas répida y por un
tiempo mas prolongado, respuesta conocida como “memoria inmunoldgica” (Aitken et al.,
2011).

Se describen distintas funciones de las células del sistema inmune adaptativo. Por una parte,
los linfocitos B, sintetizan y secretan anticuerpos especificos contra los agentes bacterianos
actuantes, los que reconocen y antagonizan los factores de virulencia bacterianos (Aitken et
al., 2011). Por otra parte, los linfocitos T, al ser estimulados por las bacterias patdgenas,
producen y liberan una serie de citoquinas que modulan la magnitud y duracion de la

respuesta inmune celular (Aitken et al., 2011). El nivel de respuesta a la infeccion
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intramamaria depende, en parte, a los factores especificos de virulencia bacteriana y a la
interaccion existente entre el agente infeccioso y el hospedero, relaciones que son variables,
y que pueden resultar en sintomas agudos o cronicos en el desarrollo de la mastitis clinica
(Aitken et al., 2011).

2.2.3.1. Factores de virulencia bacteriana

Las bacterias coliformes presentan, en la superficie celular, una serie de factores de virulencia
bacteriana, que son claves en el desarrollo de la infeccion intramamaria. Entre ellos, los
elementos que permiten crecer y multiplicarse, relacionados con la capacidad de evadir los
mecanismos de defensa de la glandula mamaria (Hogan y Smith, 1995). Los coliformes,
parecen no depender de la adhesion al epitelio glandular, sino mas bien del ambiente
intramamario, debido a la presencia de secrecién lactea, condicionando la velocidad de
multiplicacién bacteriana y la presentacion de la enfermedad (Hogan y Smith, 2003). Existen
factores de virulencia que les permiten crecer y multiplicarse utilizando la lactosa como
fuente de energia y sobrevivir en condiciones de baja tension de oxigeno (Hogan y Smith,
2003), cuyas poblaciones pueden alcanzar las 1 x 108 unidades formadoras de colonias por
mililitro de leche, dentro de las 24 horas posterior a la infeccion intramamaria (Hogan et al.,

1992a), lo que va en directa relacion con la severidad de la enfermedad.

Se ha observado que Klebsiella spp presenta antigenos de superficie que le permiten boquear
la accién del sistema de complemento y disminuir la opsonizacion por parte de los
anticuerpos (Williams et al., 1988). En tanto, se describe que E. coli es capaz de evadir la
fagocitosis, facilitando el desarrollo de la enfermedad, la que se caracteriza por presentar
cuadros clinicos de mayor duracion, retrasando el funcionamiento normal de la glandula
mamaria (Hogan y Smith, 2003). Ademas, se ha observado que bacterias E. coli aisladas de
casos clinicos de mastitis, ocurridos en el periodo periparto, presentaron una mayor
resistencia a la fagocitosis bacteriana, comparado a las infecciones intramamarias
presentadas en el periodo seco temprano o en el transcurso de la lactancia (Hogan et al.,
1992a).

Adicionalmente, las bacterias Gram negativas presentan un factor de virulencia clave en el

desarrollo de las infecciones intramamarias. Es un lipopolisacaridos (LPS) o endotoxina de
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membrana externa, el que representa el principal factor de virulencia presente en las bacterias
coliformes (Hogan y Smith, 2003). Los sintomas clinicos de la infeccion estan relacionados
con la interaccidn existente entre las endotoxinas y el sistema inmune del animal, en el cual
estas moléculas cobran un rol importante, al ser responsable de dafios locales y sistémicos.
Estos ultimos causados por la destruccion de la barrera epitelial, pudiendo las endotoxinas
alcanzar el torrente sanguineo, causando signos sistémicos de la enfermedad como anorexia,

fiebre, y diarrea, pudiendo incluso provocar la muerte del animal (Hoeben et al., 2000).

2.2.3.2. Lipopolisacarido: una molécula clave

El lipopolisacarido es el componente con mayor presencia en la membrana externa de las
bacterias Gram negativas, y presente en los coliformes (Hogan y Smith, 2003). Representa
el antigeno de superficie mas importante, el que posee una funcién clave en la estimulacion
y coordinacién del sistema inmune (Hogan y Smith, 2003). El lipopolisacérido esta
compuesto por una region lipidica (lipido A) y una region glicosidica (polisacarido). El lipido
A, es la porcion que le otorga las propiedades inmunoestimulante a la molécula. En tanto, la
porcidn glicosidica, estd compuesta de un antigeno central, el que se encuentra fuertemente
conservado entre y dentro de las especies Gram negativas, y por una unidad terminal, que le
otorga variabilidad antigénica en este tipo de microorganismo (Schukken et al., 2012). Estas
unidades, al presentar funciones separadas y/o sinérgicas, se establecen como uno de los
factores de virulencia mas complejos. La endotoxina es liberada una vez ocurrida la division
o muerte celular, promoviendo la respuesta inflamatoria, la que no tendria un efecto directo
sobre las células secretoras de leche, sino mas bien actuarian afectando el flujo sanguineo a
nivel local (Hogan y Smith, 2003). Estos componentes inmunoestimulante son la base de la
formulacién de vacunas, ya que juegan un rol importante en el incremento de la efectividad
y duracion de la respuesta inmune en el animal, beneficiando el efecto protector sobre la
salud mamaria (Saenz y Lapierre, 2014).

2.2.3. Factores que condicionan la presentacion de mastitis por coliformes

Las infecciones intramamarias causadas por bacterias coliformes aumenta de forma
significativa en la lactancia temprana, caracteristica tipica de la mastitis causada por

patogenos ambientales, disminuyendo progresivamente en el transcurso de la lactancia
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(Smith et al., 1985a). Asi mismo, se describe una alta tasa de nuevos casos de mastitis clinica
causados por bacterias coliformes en el periodo seco, debido a una mayor susceptibilidad de
las vacas, la cual es mayor dos semanas posteriores del inicio de dicho periodo y dos semanas
antes del parto (Smith et al., 1985b). Un nimero importante de infecciones intramamarias
que se producen en el periodo seco persisten en la lactancia temprana, observandose que
cerca del 65% de los casos clinicos causados por coliformes presentes en el parto y en los
dos primeros meses de lactancia, son infecciones intramamarias ocurridas durante el periodo

seco, siendo principalmente causadas por E. coli (Smith et al., 1985a).

Sin embargo, a pesar de que las vacas estén expuestas permanentemente a estas bacterias
durante la lactancia, en el periparto son méas susceptibles debido a la reduccién en la
capacidad para combatir infecciones como resultado de la depresion inmunoldgica (Ruegg,
2012). La vaca durante el periparto presenta una serie de eventos importantes que afectan
negativamente la funcion inmunol6gica, como son los cambios a nivel hormonal, el estrés
del parto, el aumento de las exigencias nutricionales debido a cambios metabdlicos y el
balance energético negativo. Estos factores afectarian la cantidad y capacidad funcional de
los neutrdfilos polimorfonucleares, que producen una respuesta mas lenta ante una invasion
bacteriana y disminuyen la capacidad de fagocitar y destruir a las bacterias patégenas,
aumentando la incidencia y severidad de la mastitis, lo que seria consecuencia de un aumento
del estrés oxidativo (Aitken et al., 2009).

Los neutrofilos son la principal barrera defensiva celular de la glandula mamaria, y
representan el principal incremento en las células somaticas durante una infeccion (Zhao y
Lacasse, 2008). Sin embargo, a pesar de lo fundamental que resultan estas células en una
infeccion intramamaria, se ha demostrado que la liberacion de los metabolitos intermedios
de oxigeno y enzimas proteoliticas pueden dafar el tejido mamario, afectando la
funcionalidad de la glandula mamaria (Zhao y Lacasse, 2008), repercutiendo en la cantidad
y calidad de leche producida. Se ha reportado que la presentacion de casos clinicos de mastitis
causados por bacterias ambientales, estaban estrechamente relacionado con un deterioro de

los mecanismos inmune defensivos (Kremer et al., 1993).

En el periparto, se ve afectada la respuesta de las células T CD4", subdivididas en células T

helper 1 (Thl) y células T helper 2 (Th2); las primeras tendrian un rol defensivo clave a nivel
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local en la glandula mamaria, y en la proteccion contra la mastitis. En la etapa de transicion
se presentan cambios en los mecanismos de modulacion de la respuesta inmune,
predominando la respuesta Th2 humoral, desplazando y disminuyendo la capacidad de
respuesta Th1l celular, lo que afectaria el movimiento de células de la linea de defensa innata
hacia la glandula mamaria, y la posterior opsonizacion de las bacterias patogenas, lo que

aumentaria la posibilidad de desarrollar mastitis por coliformes (Quesnell et al., 2012).

Por otro lado, se ha visto una relacion entre la edad de las vacas, la estacion del afio y el
estado de lactancia, lo que podria afectar la susceptibilidad de las vacas a presentar mastitis
clinicas causadas por bacterias Gram negativas. Diversos estudios muestran una mayor tasa
de mastitis clinica causadas por bacterias ambientales a medida que aumentan el nimero de
partos (Smith et al., 1985a), lo que estaria relacionado con una disminucion en la eficiencia
del sistema inmunoldgico. Por otra parte, se ha descrito que la estacion del afio tiene un efecto
sobre la presentacion de mastitis clinica, siendo mas evidente durante el verano, en vacas
mantenidas en confinamiento permanente, lo que coincide con un elevado recuento de
bacterias Gram negativas en las camas (Todhunter et al., 1991), ya que favoreceria el
crecimiento de patdgenos causantes de mastitis (Elghafghuf et al., 2014). Ademas, se ha
observado que el riesgo de presentar mastitis clinica por coliformes es mayor en vacas mas

viejas, cuyos partos son en verano (Smith et al., 1985?).

Adicionalmente, podria haber un efecto del estrés por calor sobre la incidencia de mastitis
clinica por coliformes, ya que afectaria la resistencia de los animales a las infecciones
bacterianas, pero se requieren mas estudios para evaluar su efecto (Hogan y Smith, 2003).
La mastitis clinica por coliformes se presentan méas frecuentemente en condiciones de alta
temperatura y humedad, por lo que la estacion del afio afectaria la tasa de nuevas infecciones
por coliformes, presentandose con méas o menos frecuencia en cierta estacion del afio (Hogan
y Smith, 2003). Existen otros factores que pueden favorecen la presentacion de mastitis
clinica, como son la conformacion de ubres y pezones, factores genéticos, el nivel de células

somaticas presente en leche, entre otros.

El tipo de sistema productivo es un factor importante en la presentacion de mastitis ambiental.
Las vacas en confinamiento permanente tienen mas riesgo de presentar este tipo de mastitis,

comparado con las vacas a pastoreo, cuyas caracteristicas y manejos predisponen al
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desarrollo de infecciones intramamaria, ya que aumenta la exposicion de la punta del pezon
a los coliformes ambientales. Adicionalmente, el material de las camas es un factor relevante,
es asi que los materiales de cama orgénico, como aserrin, virutas, estiércol reciclado, entre
otros, que en condiciones de alta temperatura y humedad, presentan un alto nimero de
Estreptococos y coliformes ambientales (Hogan y Smith, 2003), que aumentan el riesgo de

contagio de bacterias potencialmente patdgenas causantes de mastitis.

La estacion del afio y la ubicacion geografica, representan un factor de riesgo adicional,
afectando la presentacion de mastitis por coliformes en ciertas épocas del aio. Ademas, las
vacas presentan un mayor riesgo de sufrir mastitis, al existir un aumento de la densidad
animal, baja ventilacién, higiene y limpieza inadecuada de los cubiculos, y otros sectores de
movimiento animal (Hogan y Smith, 2003). Por lo anterior, el control de la mastitis clinica

causada por bacterias ambientales, es una tarea compleja y dificil de controlar.

2.2.4. Précticas de prevencion de la mastitis ambiental

Uno de los desafios constante en el manejo de la mastitis ambiental, es lo heterogéneo que
resultan las bacterias Gram negativas, con caracteristicas fenotipicas y fuentes de
contaminacion diversa, sumado a las distintas cepas de especies bacterianas existentes, o
que ha dificultado el éxito de las medidas de prevencion tendientes a controlar la mastitis en
los sistemas productivos (Hogan y Smith, 2003). Las practicas de manejo de las infecciones
intramamarias causadas por coliformes contempla varias medidas, entre ellas las destinadas
a controlar el riesgo de contaminacion del pezén, y por otro lado aquellas que mejoran o

potencian la respuesta inmune frente a las bacterias coliformes causantes de mastitis.

2.2.5.1. Programas de control ambiental

Las bacterias coliformes se encuentran presentes en el ambiente en el que habitan las vacas,
y su eliminacion del sistema productivo es imposible, por ello se han establecido programas
para el control de la mastitis ambiental en sistemas productivos, que se enfocan en disminuir
la cantidad de bacterias a la cual se ve expuesta la punta del pezon y que estas no logren
entrar a través del conducto del pezén, los que contemplan una serie de medidas de manejos

recomendados por el National Mastitis Council (NMC, s.f). .
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El control del riesgo de contagio en los planteles lecheros es una tarea constante. Dentro de
las medidas que permiten reducir la exposicion a partir del ambiente, se encuentran aquellas
que controlan los factores que inciden en la contaminacion del pezén, como son el proveer
un ambiente limpio, seco, confortable, en conjunto a buenas préacticas de pre ordefio y ordefio
(Hogan y Smith, 2003). Es importante realizar un diagnostico oportuno de los casos clinicos
de mastitis, eliminando a las vacas cronicamente infectadas, acompafiado en lo posible de
cultivos bacteriolégicos del cuarto afectado, aplicando posteriormente un tratamiento
adecuado y oportuno. Se recomienda ademas, el uso de una terapia de secado, que consta de
la administracion de un antibidtico comercial apropiado para las bacterias ambientales, en
todos los cuartos mamarios, de accién prolongada, con posterior uso de un sellador interno
de pezones (NMC, s.f).

2.2.5.2. Fortalecimiento de la respuesta inmunoldgica

Otra area de la prevencion estd enfocada en aumentar la resistencia de los animales a las
infecciones intramamarias, fortaleciendo el sistema inmune adaptativo, a partir de la
vacunacion. La inmunizacion se define como una exposicion controlada a un patégeno
determinado, en ausencia de una infeccion real, que permite mejorar la respuesta inmune
frente a una segunda exposicion (Erskine, 2012). La vacunacién tiene la capacidad de
manipular el desarrollo, la supervivencia y la migracion de las células de la memoria que son

clave para una vacunacion exitosa.

La investigacion de la vacunacion contra las bacterias ambientales ha ido de la mano con la
basqueda de la proteccion contra las bacterias coliformes causantes de mastitis. Los
programas de vacunacion tienen como principios aumentar la capacidad de las vacas para
neutralizar las infecciones intramamarias, prevenir nuevos casos clinicos de mastitis y
minimizar las alteraciones tisulares producto de las infecciones bacterianas (Sordillo, 2018).
Ademas, la vacunacion permite disminuir la propagacion de los agentes patogenos en el
sistema productivo y restringir el uso de antibioticos para tratar los casos clinicos de mastitis.
La inmunizacién provee un mejoramiento de la actividad inmune mediada por células y
anticuerpos, presentes en sangre y leche, contra determinantes antigénicos especificos
(Sordillo, 2018).
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Dentro de las principales dificultades que enfrentan los cientificos en la elaboracion de
vacunas contra las bacterias coliformes, se pueden mencionar; la discrepancia existente entre
las diferentes especies y cepas bacterianas, la falta de comprension de los mecanismos
inmunes especificos de la glandula mamaria, en conjunto a la dificultad para mantener altos
niveles de inmunoglobulinas en leche, y el establecer de protocolos de vacunacion apropiados
(Wilson y Gonzalez, 2003).

2.3 Vacunacion contra la mastitis ambiental y su efecto inmunolégico

El uso de vacunas contra las bacterias Gram negativas en el ganado lechero se ha
transformado en una préactica habitual en los sistemas productivos. Actualmente se
encuentran disponibles en el comercio varias vacunas contra la mastitis, y el estudio de su
eficacia ha sido evaluado hace més de 25 afios. En la actualidad una de las vacunas
ampliamente utilizada, en el mundo y en Chile, es la Enviracor J5. Esta vacuna esta
formulada a base de una cepa rugosa mutante de Escherichia coli O111:B4 que carece del
antigeno capsula “O” de la pared celular, pero conserva el lipopolisacarido de nucleo,
proteinas de membrana, y los antigenos de lipidos A intactos (Smith et al., 1999; Hogan y
Smith, 2009; Erskine, 2012). Estos patrones son comunes y altamente conservados entre las
bacterias Gram negativas. Por lo anterior, la vacuna desarrolla una “memoria inmunolégica”
caracterizada por presentar una reaccion cruzada para distintas especies y cepas de bacterias
Gram negativas. A partir de ensayos experimentales, se han obtenido distintos resultados con
respecto a la respuesta a la vacunacion, aunque actualmente se conocen limitaciones en su
tecnologia (Erskine, 2012).

Los mecanismos inmunoldgicos que ocurren posterior a la vacunacion y gque tienen efecto en
la proteccion contra la mastitis clinica actualmente son desconocidos. Te6ricamente la serie
de eventos posteriores a la inmunizacién son homologados a los estudiados en modelos
humanos y en ratones (Dosogne, 2002). Tras la inmunizacion subcuténea, las unidades
antigénicas se unen a las células presentadoras de antigenos (macréfagos, células B
activados, o células dendriticas), los que son internalizados y posteriormente expuestos en
las superficies celulares en conjunto a las moléculas de histocompatibilidad clase 1l. Estas
células viajan hacia los tejidos linfoides, para presentar los antigenos a las células T CD4*

(células T auxiliares) y células T CD8" (células T citotoxicas), que permiten ante una segunda
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exposicion responder de forma especifica, mas rapida y por un tiempo mas prolongado,
respuesta conocida como ‘“memoria inmunoldgica”, asi las vacas con infecciones
intramamarias causadas por bacterias coliformes, presentan una respuesta inmune mas

efectiva comparada con las vacas no vacunadas.

Es probable que los linfocitos tengan un rol importante en la regulacién de la respuesta
inmune en la mastitis por coliformes, sin embargo el mecanismo por el que estas actdan no
esta del todo dilucidada (Dosogne, 2002). Una de las hipdétesis es que la vacunacion potencia
la respuesta inmune celular a través de la accion de las células T CD4", subdivididas en
células Thl y células Th2, respuesta que involucra la accién de citoquinas. Una respuesta
inmune celular clésica en las infecciones por coliformes corresponde al tipo Thl, la que
permite modular la actividad de macréfagos, y la adhesién, opsonizacién y diapédesis de los
polimorfonucleares hacia la glandula mamaria, montando una respuesta de tipo celular. La
respuesta Thl seria la mas importante en la defensa local contra la mastitis por E. coli, ya
que induce la movilizacion de las células polimorfonucleares hacia el tejido glandular

infectado, la que estaria aumentada en las vacas vacunadas (Dosogne, 2002).

El principal efecto bioldgico de las bacterinas se sustenta en la capacidad de promover la
produccidn de anticuerpos contra los antigenos centrales que comparten las bacterias Gram
negativas (Hogan y Smith, 2003). Las responsables de mediar esta respuesta, son las células
Th2, a partir de la proliferacion y diferenciacion de los linfocitos B a células plasmaticas
productoras de anticuerpos especificos, conocida como respuesta humoral. La proteccion
mediada por los linfocitos B, consiste en el aumento de los titulos de Inmunoglobulina anti
E. coli presentes en suero y leche (Tomita et al., 2000). Existen cuatro clases de
inmunoglobulinas involucradas en la respuesta local de la glandula mamaria, sin embargo la
IgG2 es el anticuerpo predominante en el apoyo a los macrofagos y células
polimorfonucleares en la fagocitosis de las bacterias patdgenas, la que aumenta de forma

importante producto de la vacunacion (Aitken et al., 2011).
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2.3.1 Eficacia de la vacunacion sobre la salud mamaria

Las vacunas son consideradas exitosas al proveer proteccion contra la mastitis, presentando
sus mejores resultados en las manifestaciones clinicas de la enfermedad. Se encuentran
disponibles diversas publicaciones sobre la eficacia de las vacunas, siendo la vacuna J5 la

que presenta mayor estudio al respecto.

Investigaciones sefialan que vacas vacunadas con J5 presentan una menor incidencia de
mastitis clinica, comparado con vacas control, no vacunadas, esta situacion fue mas evidente
cuando se asocio a bacterias coliformes (Gonzalez et al., 1989; Gonzalez et al., 1996).
Adicionalmente, se ha descrito que vacas tratadas con J5 presentaron una mayor proteccion
sobre la incidencia de mastitis clinica causadas por Gram negativas, en la medida que
aumentaba el numero de lactancia, resultados no observados en el grupo control, no
vacunado, mostrando una diferencia significativa entre ambos grupos (Smith et al., 1985a;
Hogan et al., 1992b). Por su parte Hogan et al. (1992a) no observaron diferencias
significativas en la incidencia de mastitis clinica durante la lactancia entre las vacas tratadas
con la vacuna J5 y las vacas no vacunadas, resultados similares a los observado en otros
estudios (Wilson et al., 2007; Hogan et al., 2005).

Hallazgos en un desafio experimental intramamario con la cepa E. coli, mostré una tendencia
a una reduccion de la severidad de los signos clinicos de mastitis en el grupo tratado con J5,
comparado con el grupo control, sin embargo, esta diferencia no fue significativa (Hogan et
al., 1993; Tomita et al., 2000). En forma similar vacas tratadas con J5 presentaron una menor
severidad en los casos naturales de mastitis clinica, que vacas control, no vacunadas, pero la
diferencia entre ambos grupos en estudio no fue significativa (Wilson et al., 2007; Wilson et
al., 2009). Ademaés, la vacunacion ha demostrado una disminucion de la duracion de los
signos clinicos de mastitis (Hogan et al., 1995; Hogan et al., 2005). Sin embargo Smith et al.
(1999) mostraron que vacas tratadas con la bacterina E. coli J5, tuvieron un aumento en la
duracion promedio de los casos clinicos de mastitis comparado al grupo control, no

vacunado.

Con respecto al efecto de la vacunacion sobre la produccién de leche, no se han encontrado

diferencias significativas entre el grupo de vacas tratadas y el grupo de vacas control, en las
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mediciones de produccion de leche posteriores a los casos de mastitis clinica (Smith et al.,
1999; Wilson et al., 2008; Wilson et al., 2009). Sin embargo, estudios han demostrado una
mayor proteccion cuando los casos clinicos de mastitis eran causados por bacterias
coliformes, siendo mas evidente para E. coli (Wilson et al., 2008; Wilson et al., 2009). Los
estudios también sefialan, que la vacunacion con la bacterina J5, por medio de ensayos
experimentales de desafios intramamarios con cepas de E. coli, no mostraron diferencias
entre el grupo tratado con la vacuna J5 y el grupo control, placebo, en la respuesta de los
recuentos de células somaticas en los cuartos afectados con mastitis clinica, (Hogan et al.,
1995; Hogan et al., 1992a; Smith et al., 1999; Tomita et al., 2000; Hogan et al., 2005).

El efecto de la vacunacion sobre la eliminacién de las vacas que han sufrido mastitis clinica,
ha sido evaluado previamente. Se ha observado una asociacion directa entre el uso de la
vacunacion con la supervivencia, asi las vacas tratadas con J5 presentaron menos
probabilidad de ser sacrificadas o eliminadas debido a la mastitis clinica, y este riesgo fue
particularmente menor durante la lactancia temprana (Wilson et al., 2007; Wilson et al.,
2009).

Al comparar los agentes bacterianos aislados de los casos clinicos de mastitis, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo de vacas tratadas con
J5 y grupo control, no vacunado (Hogan et al., 1992b; Wilson et al., 2007; Wilson et al.,
2009). Sin embargo, se ha reportado que la proporcién de cuartos mamarios infectados por
bacterias Gram negativas y que se convirtieron posteriormente en un caso clinico de mastitis,
fue significativamente menor en el grupo de vacas tratadas con J5 que en el grupo de vacas
control (Hogan et al.,1992b). Ademas, en este estudio los aislamientos bacterianos mostraron
que el porcentaje de la bacteria E. coli aislada de los casos clinicos de mastitis en el grupo

tratado y en el grupo control fue de 50 y 33 %, respectivamente.

2.3.2. Principales factores que afectan la eficacia de la vacuna

La eficacia de la vacunacion puede ser afectada por distintos factores. Autores mencionan la
depresion inmunoldgica ocurrida durante el periodo de transicion, como un factor importante
en la respuesta a la vacunacion. Lo anterior, afecta negativamente la respuesta Th1l celular,

que es la que permite la pronta llegada de neutrofilos al lugar de infeccion, funcion
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desplazada hacia la respuesta Th2 humoral (Quesnell et al., 2012), que es la que predomina

en dicho periodo, impactando la efectividad de la vacunacion.

El uso de distintos adyuvantes en las vacunas evaluadas, podrian perjudicar el efecto
protector contra la mastitis causada por bacterias coliformes. Estudios han encontrado
mejores respuestas inmunoldgicas en aquellas vacas a las que se les ha aplicado la bacterina
E. coli J5 con un preparado de adyuvante soluble en agua, comparado con aquellas vacas
tratadas con un adyuvante en base a una emulsion de aceite en agua (Hogan et al., 2005).

Por otro lado, la via de administracion tendria cierto efecto sobre la respuesta inmune a la
vacunacion. Asi, el uso de dosis sucesivas de la bacterina E. coli J5 aplicadas en distintos
lugares anatdmicos mostraron mejorar los titulos de anticuerpo en vacas lecheras (Erskine et
al., 2010). Resultados similares fueron observados al aplicar la vacuna J5 en el ganglio
linfatico supramamario (Tomita et al., 1998). Adicionalmente, la administracion
intramamaria de la vacuna entre dos dosis subcutanea, han mejorado la respuesta inmune a
la vacunacion (Hogan et al., 1997). También se ha descrito, que el momento de la
inmunizacion podria afectar el nivel de eficacia que se desea alcanzar, pudiendo variar la
respuesta si la vacuna es aplicada antes o después del parto (Gonzalez et al., 1989). Se ha
descrito que la administracion de dosis de refuerzo de la vacuna puede proporcionar
inmunidad adicional en la proteccién contra la mastitis clinica por coliformes, mejorando la
respuesta inmunolégica de las vacas vacunadas (Wilson y Gonzéalez, 2003; Erskine et al.,
2007; Erskine et al., 2010).

2.3.3. Vacuna subunitaria contra la mastitis

A pesar de los esfuerzos por implementar estrategias que permitan prevenir y controlar la
mastitis por coliformes, y que han logrado ser beneficiosas en el manejo de esta enfermedad,
la mastitis sigue siendo un desafio constante en los sistemas productivos de leche. Lo
anterior, ha impulsado la bldsqueda de vacunas mas eficaces en la proteccion de la salud

mamaria, y que permitan desarrollar una respuesta inmune mas potente y duradera.

Las vacunas de uso actual contra la mastitis son de tipo muertas o inactivadas, cuya
formulacién las hacen menos efectivas, debido a que el proceso de inactivacion involucra

normalmente el uso de agentes fisicos o quimicos, que dafian a los antigenos proteicos, lo
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que afecta la presentacion de antigenos bacterianos y consecuentemente la respuesta
inmunologica. La inmunidad desarrollada por estas vacunas, es menos efectiva y débil
inmunogénicamente, debido a una rapida disminucion de los titulos de inmunoglobulinas,
que afectan negativamente la respuesta inmune de las vacas. Ademas, estas vacunas suelen
utilizar ciertos factores de virulencia bacterianos, restringiendo la direccion de respuesta
inmune, dejando un amplio margen de antigenos con posibilidad de provocar la enfermedad.
Por lo tanto, la seleccién de los antigenos bacterianos incluidos en la vacuna se considera un

paso clave (Saenz y Lapierre, 2014).

Recientemente, se ha desarrollado una vacuna subunitaria altamente inmunogénica, no
disponible comercialmente, formulada a base de nanovesiculas de fragmentos bacterianos de
pared y membrana celular y liposomas pequefios, ademdas proteinas de membrana,
lipopolisacaridos, peptidoglicanos, exopolisacaridos, ADN, entre otros componentes
intracelulares de E. coli (Saenz y Lapierre, 2014), que permiten fortalecer la respuesta
inmune inducida por la vacunacién. Su formulacion permite generar antigenos intactos, ya
que no son sometidos a agentes desnaturantes, por lo cual mejoraria la efectividad y duracién
de la respuesta inmune. Esta respuesta inmunoldgica estaria mediada por inmunoglobulinas
altamente especificas, que limitan la invasion y proliferacion bacteriana, causantes de la

reaccion inflamatoria del tejido mamario (Séenz y Lapierre, 2014).

A partir de los resultados sobre la efectividad de las vacunas comerciales contra la mastitis y
del efecto negativo de esta enfermedad sobre la rentabilidad de la empresa, la calidad de la
leche y el bienestar animal, es que en esta memoria se propone realizar un estudio
comparativo sobre esta vacuna subunitaria, altamente inmunogénica contra la mastitis, de la
cual no existen estudios actuales sobre su implementacion y resultados. Se esperaria que esta
vacuna presente mejores resultados en términos de efectividad, debido a su formulacion que

la hace mas inmunoestimulante.
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3. HIPOTESIS

La vacuna subunitaria contra E. coli es mas eficaz que la vacuna tradicional J5 en relacién a
la prevencidn de mastitis clinica, produccion de leche, recuento de células sométicas (RCS)

y proporcidn del patogeno E. coli aislado en vacas lecheras.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Comparar la eficacia de una vacuna subunitaria contra mastitis causada por E. coli con la de
la vacuna comercial J5 en vacas lecheras confinadas de la zona central, a través del estado de

la salud mamaria, produccion de leche e indices de calidad de la misma.

4.2. Objetivos especificos

Evaluar la incidencia, duracion y severidad de los casos de mastitis clinica en vacas

vacunadas con vacuna comercial J5 y vacuna subunitaria.

Comparar la produccién de leche y el recuento de células somaticas en vacas vacunadas con

vacuna comercial J5 y vacuna subunitaria.

Determinar el agente causal de mastitis en vacas vacunadas con vacuna comercial J5 y

vacuna subunitaria.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1. Descripcion del sistema productivo

El estudio se llevo a cabo en un plantel lechero ubicado en la comuna de Casablanca, Region
de Valparaiso. La lecheria cuenta con aproximadamente 1100 vacas en ordefia y un promedio
de produccion de 41 litros/vaca/dia. Las vacas en lactancia estan confinadas en galpones con
cama de aserrin y en la mitad de lactancia se mueven a galpones con cubiculos individuales
con cama de arena 0 compost, mientras que las vacas secas se alojan en corrales de tierra sin

techo.

El rebafio cuenta con un sistema computacional de registro y analisis de datos, permitiendo
manejar informacion sobre la produccion de leche, fertilidad, sanidad, entre otros, (Afifarm
v3.05CI y DairyCOMP 305). Las vacas reciben raciones alimenticias de acuerdo a la etapa
productiva, formuladas en base a los requerimientos del National Research Council (NRC,
2001), asi existiendo dietas para vaca seca, pre-parto, post parto y de alta produccion. Estas,
estan elaboradas a base de insumos como ensilaje de maiz, heno de alfalfa, alimentos

concentrados y aditivos y se entregan varias veces al dia con un carro mezclador.

La ordefia se realizaba en dos salas tipo espina de pescado, una con 24 unidades de ordefia y
otra con 12 unidades de ordefia. Las vacas eran ordefiadas tres veces al dia, con el siguiente
protocolo: lavado de la ubre, predipping, despunte, secado de pezones, colocacion de la
unidad de ordefia, retirado automatico y dipping. Ademas, las vacas al dar término a su
lactancia se aplica la terapia de secado. En el &mbito sanitario, la incidencia de mastitis clinica
era de aproximadamente de un 6,7% mensual. Ademas, presentaba un promedio mensual de

recuento de células somaticas en leche de alrededor de 250.000 cel/ml.

5.2. Modelo experimental

Se utilizaron 443 vacas, asignadas a dos grupos experimentales; el primer grupo de vacas
recibié la vacuna subunitaria, llamado grupo tratamiento; mientras que el segundo grupo fue
vacunado con la vacuna habitual Enviracor J5 (Enviracor®; Zoetis Inc), llamado grupo
control. Las vacas se incluyeron en cada grupo alternadamente cada semana al momento del
secado (en vacas de uno o mas partos) o al ingreso al grupo de preparto (en vacas de primer

parto), hasta completar el nimero de animales a estudiar.
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El grupo tratamiento recibié en cada inmunizacion una dosis de la vacuna subunitaria con 2
mL de la solucion via subcutanea en la zona escapular. En tanto, el grupo control recibié en
cada inmunizacion la dosis correspondiente de la vacuna J5, que corresponden a 5 mL por
via subcutanea en la zona escapular. El protocolo de inmunizacién fue similar para ambos
grupos Yy estuvo comprendido por tres dosis: la primera se administré al momento del secado
(aproximadamente 60 dias antes del parto); la segunda dosis cercano a los 21 a 27 dias antes
de la fecha probable de parto y la tercera dosis, se administré aproximadamente a los siete
dias después del parto. En ambos grupos, las hembras que van a su primer parto no reciben

la primera dosis de la vacuna.

5.3. Obtencién de la informacién

Se recolect6 informacion de los eventos ocurridos hasta los 180 dias de lactancia para cada
vaca. Se evaluo la incidencia, severidad y duracion de los casos de mastitis clinica, su agente
causal, produccion de leche, recuento de células somaticas, eliminaciones y muerte. Para
esto, se utilizo la informacion obtenida a partir del uso de registros productivos y de sanidad
mamaria desde los programas Afifarm v3.05CI (Afimilk; Afifarm, Israel) y DairyCOMP 305
(Valley Agricultural Software; Tulare, CA, USA). Para el recuento de células somaticas, los
datos se obtuvieron de forma individual y mensual, a partir de informes del analisis de leche

realizado por Cooprinsem.

5.4. Clasificacion y diagndstico de mastitis clinica

Una vez detectada la mastitis clinica durante la ordefia, a partir de la inspeccion de la leche
en el vaso de fondo oscuro, para la deteccion de leche anormal, los animales fueron separados
del grupo y se les realiz6 un examen clinico que permiti6 identificar el(los) cuarto(s)
afectado(s), el grado de severidad y determinar el tratamiento adecuado de acuerdo a un
protocolo para el diagnéstico y tratamiento de la mastitis. La clasificacion de la severidad de
los casos de mastitis clinica se basé en los métodos recomendados por la International Dairy
Federation (IDF, 1999), en mastitis clinica leve, moderada y severa. La mastitis clinica leve
s6lo presenta un aspecto anormal de la leche, con cambios de color o consistencia. La mastitis
clinica moderada, se caracteriza por presentar alteraciones visibles de la leche y con signos

locales de inflamacion, como hinchazon, sensibilidad al tacto, calor localizado y

25



endurecimiento. La mastitis clinica severa, manifiesta anormalidades en la leche y ubre,

ademas signos sistémicos de la enfermedad como fiebre, depresion, anorexia y muerte.

En el momento del diagnostico de mastitis clinica se tomd una muestra de leche del cuarto
afectado para evaluar el agente patdgeno causante de la infeccidon a partir de un cultivo
bacterioldgico. Las muestras se recolectaron segun el protocolo recomendado por el National
Mastitis Council (NMC, 2004). Al momento del muestreo, se eliminaron los primeros
chorros de leche y se sumergi6é cada pezdn en una solucion desinfectante de predipping,
dejando actuar el producto por al menos 30 segundos y se secd el pezén con una toalla
desechable. Luego se desinfecto la punta del pezon y el orificio de entrada del canal del pezon
con una solucion de alcohol al 70% con un algodon para cada pezdn. La muestra de leche
fue recolectada en tubos estériles tipo Falcon con un total de 30 mL por cuarto, cada tubo fue

identificado con el nimero de la vaca, fecha y cuarto muestreado.

El procesamiento de las muestras para el aislamiento e identificacion del agente causal
consistio en la siembra de la muestra en medio de cultivos agar McConkey, agar salt manitol
y agar sangre a 37°C. A las cepas que crecieron en agar McConkey se les realiz6 tincion
Gram y una bateria bioquimica para enterobacterias, para poder identificar el género y
especie bacteriana. Los microorganismos que crecieron en agar sangre se les realizé tincién
Gram y las que resultaron ser cocaceas Gram positivas se utiliz6 la prueba bioquimica de la
catalasa para distinguir bacterias del genero Streptococcus spp y Staphylococcus spp. Las
bacterias que fueron identificadas como catalasa positivo y crecieron en agar salt manitol se
les aplico la prueba de coagulasa para diferenciar entre Staphylococcus coagulasa positivo y
negativo. Las bacterias coagulasa positivo fueron identificadas como Staphylococcus aureus
a través de la deteccion del gen nuc mediante la técnica de PCR (reaccion en cadena de la
polimerasa). Estas pruebas se realizaron en el Laboratorio de Microbiologia del Laboratorio
de Vacunas Veterinarias de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la
Universidad de Chile.
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5.5. Analisis de la informacion

La informacion se analizé usando el programa estadistico IBM SPSS Statistics v.22. Como
indicadores de salud mamaria se emplearon variables como incidencia de casos clinicos de
mastitis, severidad y duracion de los casos, ademas del recuento de células somaticas, agente

causal de las mastitis y el nimero de animales muertos o eliminados por mastitis.

1. Para comparar la incidencia de mastitis clinica en cada grupo, se realiz6 una prueba
de comparacion de proporciones (y2).

2. Para la evaluacion de la severidad de los casos de mastitis clinica en cada grupo, los
casos se categorizaron en leves, moderados y severos. El analisis de esta variable
discreta se hiso a través de la prueba de Kruskal-Wallis.

3. Laduracion de los casos de mastitis clinica se estudio a través de analisis de varianza,
para lo cual se consider6 los efectos del tratamiento, nimero de lactancia y de la
interaccion entre tratamiento y ndmero de lactancia. Lo anterior se expresa en el

siguiente modelo:

Yi=p+ Tit Lj+ (T*L) i + ey

Donde:
Yij = Duracion de los casos de mastitis clinica
T: = El efecto del i-ésimo tratamiento
L j = El efecto del j-ésimo nimero de lactancia (1, 2, >3)
(T*L) ;= El efecto de la interaccion tratamiento por nimero de lactancia

eij = Error

4. Para la evaluacion de la produccion de leche, se incluyeron las producciones
acumuladas a los 100 dias de lactancia, las cuales se estudiaron a través de un analisis
de varianza, incluyendo como efectos; el tratamiento, el nimero de lactancia, y la

interaccidn entre estos predictores.
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5.

Donde:

Para el andlisis de los recuentos de células somaticas en leche (RCS) mensuales,
éstos fueron previamente convertidos a puntajes lineales (PCS), basandose en la
siguiente férmula (Dabdoub y Shook, 1984):

PCS= Log 2 (RCS/100) +3

Los PCS se analizaron a través de un analisis de varianza para medidas repetidas. Se
consideraron los efectos de tratamiento, nUmero de lactancia, el nimero de control y
la interaccion entre tratamiento y nimero de lactancia. Lo anterior expresado en el

siguiente modelo:

Yijk =P+ Ti+ V(T3) j + L + (T*L) i + &ijk

Yijk = Puntaje lineal de células sométicas

T; = El efecto del i-ésimo tratamiento

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

L k= El efecto del k-ésimo namero de lactancia

(T*L) 5 = El efecto de la interaccion tratamiento por numero de lactancia

eijk = Error

Para la evaluacion del efecto del tipo de vacuna utilizada sobre el agente causal de
los cuadros de mastitis clinica, a partir de los resultados de los cultivos
bacterioldgicos, éstos se clasificaron en patdgenos ambientales y patdgenos
contagiosos. El andlisis de esta variable discreta se realizé a través de la prueba de
comparacion de proporciones (2).

La cantidad de animales muertos o eliminados hasta el dia 180 de lactancia debido a
mastitis clinica, en ambos grupos experimentales, se comparé a partir de una prueba

de comparacion de proporciones (2).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Incidencia de mastitis clinica

Para los 443 animales en estudio, hasta los 180 dias en lactancia, se observo un total de 146
casos de mastitis clinica, para las vacas del grupo tratamiento (n =230) y el grupo control (n
=213). El grupo tratado presentd un total de 82 casos de mastitis clinica, lo que representa
una incidencia del 35,7%; por su parte en el grupo control se registraron 64 casos de mastitis
clinica, lo que corresponde a una incidencia del 30,0%. El analisis de la incidencia de mastitis
no mostréd una diferencia estadisticamente significativa entre el grupo tratado y grupo control
(p =0,23).

6.1.1. Incidencia de mastitis clinica segun grupo y nimero de lactancia

Al analizar la incidencia de mastitis clinica segun el nimero de lactancia, se observa que la
cantidad de casos clinicos se increment6 a medida que aumenté el nimero de lactancia (Tabla
1); asi las vacas de primer parto fueron las que presentaron la menor incidencia de casos
clinicos de mastitis, aumentando en vacas de segunda lactancia y especialmente en vacas de
tres 0 mas partos, situacion ocurrida en ambos grupos en estudio. El analisis de la interaccion
del numero de lactancia con la vacuna utilizada, no presento diferencias estadisticas, entre el

grupo tratado y control, para ninguna categoria de nimero de lactancia.

Tabla 1: Incidencia de mastitis clinica (%), hasta los 180 dias post parto, segun nimero de

lactancia, correspondientes al grupo tratamiento y al grupo control.

. Tratamiento Control
Lactancia - - . . p
n Incidencia [ n Incidencia
1 107 17,8% 113 18,6% 0,76
47 38,3% 47 31,9% 0,52
>3 76 59,2% 53 52,8% 0,47

Los resultados muestran que el grupo tratado con la vacuna subunitaria no redujo la
proporcidn de vacas que presentaron mastitis clinica, cuando se comparo con el grupo control
J5. El grupo de vacas tratadas tuvo una incidencia de mastitis clinica similar a la del grupo

control, por lo que podria afirmarse que ambas vacunas presentaron la misma efectividad.
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Ademas, se aprecia que el efecto de ambas vacunas sobre la incidencia de mastitis clinica fue
baja al observar la totalidad de casos de mastitis clinica durante el transcurso del estudio, lo
que supera a la incidencia esperada para sistemas productivos de confinamiento permanente,
como en el realizado en el presente estudio (Constable et al., 2017). Estos resultados podrian
estar explicados a la intensa exposicion a agentes causantes de mastitis clinica, asociado a
condiciones de manejo y factores climaticos, que pueden incrementar el riesgo de contagio
de infecciones bacterianas (Hogan et al., 2003). Por otra parte, las vacunas en general
protegen poco contra la mastitis clinica, aceptandose que las vacunas no tendrian un efecto

significativo en su incidencia (Wilson et al., 2007; Hogan et al., 2005).

El efecto de la vacuna subunitaria sobre incidencia de mastitis clinica fue similar al de la
vacuna Enviracor J5. La incidencia de mastitis clinica mostré un aumentd numérico con la
edad de las vacas, situacion observada en ambos grupos experimentales. Al considerar las
incidencias de cada categoria de numero de lactancia, estas no fueron diferentes entre el
grupo tratado y control. Las vacas particularmente afectadas, fueron las vacas de tres
lactancias o mas, donde ademas la incidencia observada en ambos grupos fue similar. Estos
hallazgos concuerdan con lo enunciado por otros autores, los que describen que el riesgo de
presentar mastitis clinica se incrementa a medida que lo hace el nimero de la lactancia
(Cosntable et al., 2017). Este efecto estaria asociado al mayor tiempo en que el orificio del
pezén se encuentra abierto, aumentando el riesgo de exposicion a bacterias patdgenas del
ambiente. Adicionalmente, en vacas de mayor edad el sistema inmune es menos eficiente,
comparado con lo que ocurre en vacas mas jovenes, lo que aumentaria la presentacién de
mastitis clinica. Estos resultados podrian estar relacionados al importante desafio bacteriano
al que estan expuestas las vacas, que muchas veces supera la capacidad del animal de
combatir la infeccion intramamaria. EIl periodo de transicién, involucra cambios a nivel
hormonal (Burvenich et al., 2007), estrés debido al parto (Weber et al., 2001), un incremento
de las necesidades metabolicas (Kimura et al., 1999), que afecta la capacidad inmunologica
de la vaca y que pueden contribuir a un aumento en la incidencia de mastitis en el periparto

y en la lactancia temprano, pudiendo desencadenar la enfermedad (Constable et al., 2017).
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El efecto de la vacunacion sobre la incidencia de mastitis clinica ha sido estudiado
previamente. A partir de un ensayo, utilizando el protocolo tradicional de vacunacion, se
determiné que las vacas no vacunadas presentaron un riesgo cinco veces mayor de presentar
mastitis clinica por coliformes en los primeros 100 dias post parto, comparadas con el grupo
de vacas vacunadas con J5 (Gonzalez et al., 1989). Por su parte, Wilson et al. (2007) no
observaron diferencias significativas en la incidencia de mastitis clinica durante la lactancia
entre las vacas tratadas con la vacuna J5 y las vacas no tratadas (p = 0,15). Por el contrario,
al evaluar la totalidad de casos de mastitis clinicas independiente del agente causal, no
encontraron diferencias entre el grupo tratado y control, pero se observé que el grupo control
presentd una tasa de mastitis clinica causada por bacterias Gram negativas cuatro veces
mayor (p < 0,05) comparadas con el grupo de vacas tratadas con la vacuna J5 durante los
primeros 90 dias de lactancia (Hogan et al., 1992b). Por su parte, la aplicacion del protocolo
tradicional de vacunacion, las vacas tratadas y controles no vacunados presentaron un
porcentaje de mastitis clinica por coliformes de 12,8% y 45%, respectivamente (Gonzalez et
al., 1996). En otro estudio, en el que se evaluaron dos vacunas comerciales, a través de la
inoculacion intramamaria con la cepa E. coli 727, no se encontraron diferencias significativas
en la incidencia de mastitis clinica, entre las vacas del grupo tratado y el grupo de vacas
control (Hogan et al., 2005).

Al evaluar el efecto de la vacunacion sobre la incidencia de mastitis clinica asociadas a
bacterias Gram negativas, se determind que el efecto fue significativo sélo en vacas de tres
0 maés partos, durante la lactancia temprana (Hogan et al. 1992b). Resultados similares fueron
observados por Smith et al. (1985a) en ensayos realizados con la vacuna J5, encontrando
mayor proteccion en las vacas de mayor nimero de lactancia, representando el segmento de
vacas con mas alto riesgo de mastitis clinica asociadas a bacterias Gram negativas durante la

lactancia temprana.

6.2. Severidad de los casos de mastitis clinica

Al comparar la distribucion de la severidad de los casos clinicos de mastitis, se observo que
en ambos grupos los casos leves fueron los que se presentaron en menor proporcion. A pesar
de presentar una diferencia numérica en la cantidad de casos leves entre el grupo tratado y el

grupo control, esta no fue distinta estadisticamente. Los casos clinicos para ambos grupos
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fueron principalmente moderados y severos, para ambas categorias los casos clinicos fueron
similares en ambos grupos, no observando diferencia estadistica. Destacando que los casos
moderados se presentaron de forma similar en ambos grupos (Tabla 2). Ademas, se aprecia
una tendencia a que en el grupo tratado las mastitis clinicas sean mas severas comparado con

el grupo control J5.

El anélisis de la severidad no present6 diferencias estadisticamente significativa entre el
grupo tratado y el grupo control (p = 0,06). Adicionalmente, a pesar de la diferencia numérica
observada en las mastitis clinicas leves y severas, estas no fueron significativas entre los

grupos experimentales.

Tabla 2: Proporcion de los casos de mastitis clinica seglin su grado de severidad, para el

grupo tratamiento (n = 82) y para el grupo control (n = 64).

Severidad* | Tratamiento| Control P
1 9,8% 20,3% 0,10
2 45,1% 46,9% 0,87
3 45,1% 32,8% 0,17

*Severidad: 1 mastitis leve, 2 mastitis moderada, 3 mastitis severa.

6.2.1. Severidad segun grupo y numero de lactancia

El andlisis de la interaccion de la vacuna usada con el nimero de lactancia, no mostré
diferencias significativas en la severidad de los casos clinicos de mastitis, entre el grupo
tratado y control (p = 0,34). Al evaluar la severidad de acuerdo al nimero de lactancia, se
observo que para las vacas de primer parto, tanto en el grupo tratamiento y control, las
mastitis clinicas fueron principalmente moderadas, no observandose diferencia significativa
(p = 0,39). En vacas de segundo parto, las mastitis clinicas para ambos grupos en estudio
fueron mayoritariamente moderadas, sin presentarse diferencia significativa (p = 0,38);
mientras que en las vacas de tres 0 mas lactancias, la severidad de las mastitis clinicas para
las vacas tratadas y controles, fueron mayormente severas y moderadas respectivamente. A
pesar de que el grupo tratamiento presentd mayor severidad en sus mastitis clinicas, estas no

fueron significativamente diferentes entre los grupos en estudio (p = 0,18) (Tabla 3).
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Tabla 3: Mediana de severidad de los casos de mastitis clinica segin nimero de lactancia.

Lactancia | Tratamiento | Control p

1 2 2 0,39
2 2 2 0,38
>3 3 2 0,18

Al comparar la severidad de los casos clinicos de mastitis en el presente estudio, se aprecio
similar efecto en ambas vacunas. Asimismo, en comparacion al grupo control, el grupo
tratado presentd una tendencia a mastitis clinicas mas severas, lo que podria explicar la
proximidad a la significancia estadistica, sin embargo el analisis no mostro una diferencia
significativa. En términos generales las vacunas utilizadas presentaron la misma proteccion

sobre la severidad de los casos de mastitis clinica.

Durante el estudio, se observé una distribucion del grado de severidad distinto a lo descrito
en la literatura. Por una parte, se espera que las mastitis leves representen el 50% de todos
los casos de mastitis clinica, situacion no alcanzada para ambos grupos en estudio (Hogan et
al., 1989; Oliveira y Ruegg, 2014). Cabe destacar que, a pesar de que en el grupo tratado se
presentd un menor porcentaje de mastitis leves que en el grupo control, esta diferencia no fue
significativa (Hogan et al., 1989; Oliveira y Ruegg, 2014). Por otra parte, se observo que las
mastitis moderadas superaron el 40% del total de los casos, lo que supera lo esperado para
este grado de severidad, situacion hallada en ambos grupos (Hogan et al., 1989; Oliveira 'y
Ruegg, 2014). Finalmente, el porcentaje de vacas con mastitis clinicas severas supero el valor
descrito en estudios previos, el que deberia alcanzar cerca del 10% del total de casos clinicos
de mastitis (Hogan et al., 1989; Oliveira y Ruegg, 2014), hecho presentado en ambos grupos.
Ademas cabe destacar que a pesar de que el porcentaje de casos severos en el grupo tratado

fue mayor al del grupo control, la diferencia entre ambos grupos no fue significativa.

Cuando se consideré la interaccion de la vacuna utilizada con el nimero de lactancia, se
observo que ambas vacunas se comportaron de forma similar en el efecto sobre la severidad.

Al describir la situacion particular de cada categoria de numero de lactancia, las vacas de
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primer y segundo parto presentaron el mismo nivel de proteccion en la severidad de los casos
clinicos. En vacas de tres lactancias 0 mas, el grupo tratado y el grupo control, mostraron
mastitis clinicas severas y moderadas, respectivamente, manifestando la misma proteccion
sobre la severidad de los casos, no observando diferencia significativa. Tras analizar los
resultados, se puede concluir que la vacuna subunitaria no mostrd6 un aumento en la
proteccion de la severidad de los casos clinicos de mastitis, concluyendo que ambas vacunas

presentaron el mismo efecto, lo que se suma a los resultados previamente descritos

Diversos autores han estudiado el efecto de la vacunacion sobre la severidad de los casos
clinicos de mastitis. Hogan et al. (1993) observaron que el grupo tratado con J5 presento
signos clinicos menos severos, en comparacion al grupo control, no vacunado, pero estas
diferencias no fueron significativas. Sin embargo, el grupo de vacas tratadas present6 una
respuesta febril significativamente menor que en el grupo de vacas control. Por su parte
Tomita et al. (2000) a partir de un desafio experimental, no observaron diferencias
significativas en la severidad de los casos clinicos de mastitis, entre el grupo vacunado y el
grupo control. En el mismo estudio, el grupo tratado presentd mayores titulos de anticuerpos
que el grupo control, alcanzando una diferencia significativa, situacion ocurrida hasta el dia

45 post parto.

Posteriormente, vacas fueron desafiadas via intramamaria en uno de los cuartos, con la cepa
E. coli 727, observando en vacas inmunizadas con la vacuna J5 una menor severidad de los
casos clinicos de mastitis, comparadas con el grupo control (Hogan et al., 2005). Por su parte
Wilson et al. (2007) observaron una tendencia a que el grupo de vacas tratadas con J5
tuvieran casos clinicos de mastitis mas leves (56%), en comparacion a los casos clinicos del
grupo control (47%), sin embargo esta diferencia no fue significativa (p = 0,25). Ademas, a
pesar que vacas del grupo tratado, mostraron una menor severidad de los casos clinicos de
mastitis, cuando estos fueron asociados a bacterias coliformes, en comparacion al grupo
control, esta diferencia no fue significativa. En otro estudio, se observo que la severidad de
los cuadros clinicos de mastitis, no se asocio significativamente con la vacunacion con J5, en

el que no se redujo la gravedad de los casos clinicos de mastitis (Wilson et al., 2009).
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6.3. Duracion de los casos de mastitis clinica

Con respecto a la duracion de los casos de mastitis clinica (n = 146), en el grupo tratamiento
(n = 82) el cuadro clinico tuvo una duracién de 6,4 + 0,4 dias, mientras que en el grupo
control (n = 64) alcanz6 una duracion de 6,6 £ 0,5 dias, no mostrandose diferencias

estadisticamente significativas, entre el grupo tratamiento y control (p = 0,47).

6.3.1. Duracion de los casos de mastitis clinica segun grupo y nimero de lactancia

En el andlisis de la duracién de los casos clinicos de mastitis para ambos grupos
experimentales, segun numero de lactancia, resulté que vacas de primera lactancia la
duracion fue similar. En vacas de segunda lactancia, se observo una diferencia numérica en
la duracion de los casos clinicos de mastitis, entre el grupo tratado y control, sin embargo
esta diferencia no fue significativa. Las vacas de tres 0 mas lactancias, la duracién de los
casos fue similar en ambos grupos (Tabla 4). La interaccién del nimero de lactancia con la
vacuna utilizada en ambos grupos, no presentd diferencias significativa, entre los grupos

tratado y control, en la duracién de los casos clinicos de mastitis (p = 0,29).

Tabla 4: Duracion de los casos de mastitis clinica segin grupo tratamiento y grupo control
asociado al numero de lactancia. Duraciéon (dias) con superindice diferente son

estadisticamente significativo (p < 0,05).

Lactancia | Tratamiento Control
1 6,0+0,82 56+0,8°
2 6,0+0,9°? 8,0+0,9°?
>3 6,8+0,5°2 6,6 0,72

En el presente ensayo, la duracién de los casos clinicos de mastitis de vacas tratadas, no
difirié a la duracién en el grupo control, observandose que la administracion de la vacuna
subunitaria no disminuy0 significativamente la duracién de los casos. Similares resultados
fueron presentados al analizar la duracion de los casos clinicos segin nimero de lactancia.
Asi en términos generales, se puede mencionar que no se presentd una diferencia en la

proteccidn sobre la duracidn de los casos de mastitis clinica en los tipos de vacunas utilizados.
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En estudios previos en los que se ha inmunizado con la vacuna J5, se ha demostrado que la
inmunizacion con dicha vacuna disminuy6 la duracién de los casos clinicos de mastitis de
130 horas en las vacas del grupo control a 80 horas en las vacas tratadas, alcanzando una
diferencia significativa, ademas el 20% de las vacas control aln presentaban sinologia clinica
a los 7 dias de la infeccion intramamaria, en contraste al 5,3% del grupo vacunado (Hogan et
al., 1995).

Distintos resultados fueron los obtenidos por Smith et al. (1999) a partir de la inmunizacion
convencional e intramamaria con la bacterina E. coli J5, y un posterior desafio intramamario
de la cepa E. coli 727, en los grupos de vacas tratadas tuvo una duracion promedio de los
casos de mastitis clinica de 66 y 74 horas, mientras que en el grupo control alcanz6 las 59
horas, a pesar de observar una diferencia en la duracion de los casos, esta no fue significativa
(p > 0,05). Posteriormente, al inmunizar con E. coli J5, con dos adyuvantes distintos, resulto
que vacas que recibieron la vacuna J5 tuvieron una duracion de 56 y 47 horas, mientras que
la duracion de los casos para el grupo control no vacunado fue de 85 horas (Hogan et al.,
2005).

6.4. Produccioén de leche

Para el analisis de la produccién de leche, se considero la produccion acumulada hasta los
100 dias de lactancia. Del total de vacas incluidas en cada grupo, se consideraron 218
lactancias del grupo tratamiento y 207 lactancias del grupo control. Las producciones de
leche del grupo tratado y del grupo control, no fueron diferentes estadisticamente (p = 0,43)
(Tabla 5).

Tabla 5: Produccidn de leche acumulada a los 100 dias de lactancia para el grupo tratamiento

y grupo control.

Produccién de leche
Grupo acumulada alos 100 dias | p
Tratamiento 4273 +616L 043
Control 4251 + 63,6 L ’
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6.4.1. Produccién de leche acumulada a los 100 dias de lactancia segun grupo y namero

de lactancia

El andlisis de la interaccion del nimero de lactancia con la vacuna utilizada, no demostré
diferencias estadisticamente significativas, en la produccién de leche entre el grupo tratado
y control (p =0,34). Adicionalmente, al comparar las producciones de leche en cada categoria
de numero de lactancia, no se presentaron diferencias significativas entre los grupos en
estudio (Tabla 6). Es posible apreciar una relacion directa entre el nimero de partos y la
produccidn de leche, pues a mayor nimero de partos, mayor es la produccion de leche, siendo

este efecto altamente significativo para ambos grupos (p < 0,05).

Tabla 6: Produccion de leche para grupo tratamiento y grupo control, segun nimero de
lactancia. Producciones con superindice diferente son estadisticamente significativo (p <
0,05) (p < 0,05).

_ Tratamiento Control
Lactancia — —
n | Produccién de leche | n | Produccién de leche
1 106 3721 £ 70,18 113 3777 +£67,9°
44 4560 + 108,9° 46 4473 + 106,5°
>3 68 4946 + 876 °¢ 48 5156 + 104,2°¢

Se observa que las producciones acumuladas a los 100 dias de lactancia no difirieron entre
el grupo tratado y el grupo control, lo que es consistente con la informacion presentada sobre
la incidencia de mastitis clinica. Al no existir una diferencia en los casos clinicos totales entre
los grupos en estudio, seria de esperar que las producciones de leche tampoco lo sean.
Asimismo, la produccion de leche segin nimero de lactancia, no difiri6 entre el grupo tratado
y control, apreciandose que la vacuna subunitaria no presenté un efecto significativo sobre
la variable estudiada. En general, es normal apreciar una relacion directa entre el nimero de
partos y la produccion de leche, situacion existente en el presente estudio y presentada en
ambos grupos experimentales. A partir de los resultados observados, se puede concluir que
el uso de la vacuna subunitaria no manifestd un aumento significativo en la produccion de

leche, presentando similares resultados que el grupo control J5.
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El efecto de la inmunizacion sobre la produccion de leche ha sido estudiado por varios
autores. Smith et al., (1999) al comparar la produccion de leche entre las vacas tratadas con
la bacterina E. coli J5 frente a un grupo de vacas control no vacunadas, tras el desafio
intramamario con la cepa E. coli 727, reportd que no se presentaron diferencias significativas
en la produccion de leche 7 dias después del desafio. Wilson et al. (2008) demostraron que
la vacunacion con J5, redujo las pérdidas de leche atribuidas a los episodios de mastitis
clinica, en comparacion al grupo control, no vacunado. Lo anterior fue particularmente
notorio en casos clinicos de mastitis asociados a coliformes, ocurridos en los primeros 50
dias de lactancia, sin embargo la proteccion inmunoldgica que va disminuyendo a medida

que avanza la lactancia hasta desaparecer cerca de los 100 dias en leche.

Por su parte, Wilson et al. (2009) al comparar a vacas del grupo tratado con la vacuna J5, con
un grupo control, placebo no vacunado; no observaron diferencias significativas en la
produccién de leche durante la lactancia temprana (p = 0,28), pero se aprecié una fuerte
proteccion de la vacuna J5 contra la pérdida de leche después de una caso de mastitis clinica
por Escherichia coli, alcanzando un 75% menos pérdida de leche por dia que en el grupo
control no vacunado (p = 0,02), pero a medida que avanza la lactancia el efecto de proteccion
de la vacunacién disminuyo, hasta desaparecer a los 75 dias en leche. Ademas, la mayor
proteccion alcanzada con la vacuna J5 se asoci6 significativamente con un aumento en los

titulos de anticuerpos IgM, 1gG1 e 1gG2 anti E. coli J5 en sueros de vacas tratadas.

6.5. Recuento de células somaticas (RCS)

Del total de animales incluidos en el estudio, se emplearon los registros de los recuento de
células somaticas de 434 vacas, lo que equivale a 2016 controles mensuales, cuyo analisis se

realizd a partir de su conversion a puntajes lineales de células somaticas (PCS).

El promedio de los 1013 puntajes lineales registrados en el grupo tratamiento fue de 2,30 +
0,06 (promedio + error estandar). Por su parte, el grupo control registré 1003 puntajes lineales
con un promedio de 2,16 + 0,06. La diferencia numérica observada en los recuentos celulares,

entre el grupo tratado y control, fue altamente significativa (p = 0,005).
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6.5.1. Promedios de puntajes lineales para los controles mensuales

El comportamiento de los controles mensuales de ambos grupos se muestra en la Tabla 7. Se
aprecia que vacas pertenecientes al grupo tratamiento mostraron, en la mayoria de los
controles, un leve aumento de los puntales lineales respecto a los del grupo control. A pesar,
de presentar una diferencia numérica en la mayoria de los controles mensuales, los puntajes
lineales del grupo tratado y del grupo control no fueron distintos estadisticamente. La
interaccion de la vacuna utilizada con los controles mensuales, no presenté diferencias

significativas entre el grupo tratado y el grupo control (p = 0,90).

Tabla 7: Puntajes lineales de los controles mensuales, para ambos grupos experimentales,
registrados hasta los 180 dias en lactancia. Puntajes lineales con superindices diferentes son

estadisticamente significativo (p < 0,05).

Control Tratamiento Control

1 2,35+0,152 1,91 + 0,142
2 2,13+£0,142 1,95+0,152
3 2,15+£0,142 2,25+£0,172
4 2,180,172 2,32+£0,182
5
6

2,57+0,18°% 2,51+0,48°
2,57 +£0,15% 2,55+£0,16°

- ~_ ,!f.

1,5

PUNTAJE LINEAL DE CELULAS
SOMATICAS

CONTROL MENSUAL

==4— Tratamiento == Control

Figura 1: Puntajes lineales de los controles mensuales, para ambos grupos experimentales,

registrados hasta los 180 dias en lactancia.
39



6.5.2. Promedios de puntajes lineales segun grupo y numero de lactancia

La tabla 8 muestra los promedios de puntajes lineales para cada categoria de numero de
lactancia de los grupos en estudio. Solo se observd diferencia significativa entre los grupos
tratado y control, en las vacas de segunda lactancia, las que presentaron un aumento en los
puntajes lineales de células somaticas (p < 0,05). En tanto, en vacas de una y de tres 0 mas
lactancias, no se presentaron diferencias estadisticas entre los grupos estudiados. La
interaccion de la vacuna utilizada con el nimero de lactancia, no mostré diferencias

significativas en los recuentos celulares entre los grupos en estudio (p = 0,15).

Tabla 8: Puntajes lineales segun grupo y numero de lactancia para ambos grupos
experimentales, registrados hasta los 180 dias de lactancia. Puntajes lineales con superindices
diferentes son estadisticamente significativo (p < 0,05).

Lactancia | Tratamiento Control
1 205+0,09® | 1,99 + 0,092
2 2,11+0,14¢% | 1,66+ 0,19
>3 285+0,11¢ | 250+0,13«
% 3
2
S 25
ok
P v
o3
2 15
=
2
1
1 2 3

NUMERO DE LACTANCIA

=== Tratamiento === Control

Figura 2: Promedios puntajes lineales segln grupo y nimero de lactancia para ambos grupos

experimentales, registrados hasta los 180 dias post parto.
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En el presente estudio no se observé que la inmunizacion con la vacuna subunitaria redujera
los promedios de los recuentos celulares en leche. Los resultados evidencian un aumento de
los puntajes lineales en el grupo tratado, por lo que no se observa un efecto mayor respecto
al grupo control. Comparado con el grupo control, el grupo de vacas tratadas presentd un
aumento significativo en el recuento de células somaticas en leche. Estos resultados, podrian
deberse a cierto impacto del mayor porcentaje de mastitis clinicas mas severas del grupo
tratado comparado con las mastitis del grupo control J5, que en dichos casos clinicos,
implicarian un mayor dafio al epitelio glandular, lo que afectaria negativamente los niveles

de células somaticas en leche.

Por su parte, al comparar los controles mensuales de los recuentos de células sométicas, no
se observd que la vacuna subunitaria tuviera un efecto adicional sobre los puntajes lineales.
A pesar de que en el grupo tratado se present6 en la gran mayoria de los controles un leve
aumento de los puntajes lineales, la diferencia entre ambos grupos no fue significativa,
mostrandose un efecto similar para ambas vacunas. En los controles mensuales, se aprecia
un aumento de los puntajes lineales a medida que avanza la lactancia, situacion observada en
ambos grupos, lo que coincide con lo descrito por otros autores (Harmon, 1994). Por lo
general, el recuento de células somaticas se incrementa con el avance de la lactancia, siendo
mas notorio al final de la lactancia y en las primeras semanas post parto, lo que seria
independiente del grado de infeccion intramamaria. Este aumento estaria mas relacionado
con los eventos inmunes que permiten preparar la glandula mamaria para una futura
lactancia, que permitan fortalecer las defensas inmunoldgicas en el periparto.

El efecto de la vacuna utilizada sobre los puntajes lineales, de acuerdo al nimero de lactancia,
mostrd que vacas tratadas de segundo parto, presentaron un aumento significativo de los
puntajes lineales, respecto a las vacas control. Esta situacion es distinta a la observada en
vacas de una, y de tres o mas lactancias. En términos generales, la vacuna subunitaria no
disminuyé significativamente los recuentos celulares, cuando fueron evaluados segun
numero de lactancia, comparado con el grupo control J5. Ademas, los resultados muestran
un aumento de los puntajes lineales a medida que aumenta el nimero de partos, situacion

esperable y coincidente con lo descrito en la literatura (Harmon, 1994).
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En general, se reconoce que las mastitis clinicas, y principalmente aquellas causadas por
bacterias coliformes, no se caracterizan por elevar el recuento de células somaticas en leche,
ya que los cuadros clinicos son de corta duracion y tienen poca efecto en el aumento de las
células somaticas, lo que se relaciona con el nivel de adaptacion del patdégeno a la glandula
mamaria, lo que ha sido evidenciado por estudios previos (Harmon et al., 1994; Barkema et
al., 1998; Ruegg, 2012).

Previamente, se ha estudiado el efecto de la vacunacion en el recuento de células somaticas
en leche, sin embargo estos se han realizado comparando con un grupo control no vacunado.
Por ejemplo, Hogan et al. (1995), a partir de un desafio intramamario con la cepa E. coli 727,
no observaron diferencias entre el grupo tratado con la vacuna J5 y el grupo control, en la
velocidad y magnitud de la respuesta de los recuentos de células somaticas en los cuartos
afectados con mastitis clinica. Sin embargo las mediciones 7 dias posteriores sefialan que el
grupo vacunado presentd menores recuentos de células somaticas, lo que no estaria
relacionado con una menor respuesta inflamacion local del grupo tratado, sino mas bien a
una reduccion en la duracion de los casos de mastitis clinica.

De forma similar, en un desafio intramamario con la cepa E. coli 487, Hogan et al. (1992a)
observaron gue la inmunizacion no influyo6 en los recuentos de células somaticas del cuarto
afectado, entre el grupo tratado con la vacuna J5 y el grupo control, no vacunado. Mas tarde,
Smith et al. (1999) no encontraron que el uso de la vacuna J5 modificara los niveles de
recuento de células somaticas de los cuartos mamarios inoculados experimentalmente, entre
las vacas tratadas y el grupo de vacas control, no vacunado. Por su parte, Tomita et al. (2000)
evaluaron los cuartos mamarios desafiados con la cepa E. coli 727, observando que a pesar
de aumentar el recuento de células somaticas y mantenerse elevado a lo largo del estudio,
estos no difirieron entre el grupo tratado con la vacuna J5 y el grupo control no vacunado.
Recientemente, también a partir de la inoculacién intramamaria, se determino que el recuento
de células somaticas en leche fue mayor en el grupo control no vacunado 15 horas posteriores
al desafio, pero en mediciones siguientes, estos fueron similares entre el grupo de vacas

tratadas con J5 y el grupo de vacas control, no vacunado (Hogan et al., 2005).
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6.6. Agente causal

De un total de 146 casos de mastitis clinica observados, se realizd cultivo bacterioldgico a
98 casos, lo que corresponde al 67,1% del total. De los resultados obtenidos, 45 muestras
resultaron con desarrollo de bacterias ambientales (45,9%), cinco muestras tuvieron
desarrollo de bacterias contagiosas (5,1%) y 48 muestras resultaron negativas al desarrollo

bacteriano o presentaron contaminacion bacteriana (49%).

La tabla 10 muestra los resultados de los cultivos de leche con desarrollo de bacterias
ambientales, donde se observa que ambos grupos presentaron similar distribucion. Por otra
parte, las bacterias contagiosas causantes de mastitis clinica representaron una menor
proporcion comparado a la totalidad de aislados bacterianos, donde los principales agentes
en el grupo tratado fueron Staphylococcus spp y Corynebacterium spp, y para el grupo

control J5 fue Corynebacterium spp.

Tabla 10: Proporcion de agentes bacterianos ambientales aislados de casos de mastitis clinica,

para el grupo tratamiento y para el grupo control.

Tratamiento Control
Ambientales (n=25) (n=20)
n % n %

Escherichia coli 14 56% 9 45%
Streptococcus spp 4 16% 4 | 20%
Klebsiella spp 4 16% 4 20%
Serratia spp 2 8% 1 5%
Enterococcus spp 1 4% 0 0%
Citrobacter spp 0 0% 2 | 10%

Al comparar la distribucion de los resultados obtenidos en los cultivos bacterioldgicos, se
pudo observar que el desarrollo de bacterias ambientales representd un porcentaje importante
de la totalidad de los casos muestreado, tanto para el grupo tratamiento (n = 59) como para
el grupo control (n = 39), destacando que para este ultimo, su porcentaje fue mayor. Por su
parte, la cantidad de casos en los cuales hubo desarrollo de bacterias contagiosas fue menor

en ambos grupos. En casi la mitad de los casos de mastitis clinica no hubo desarrollo
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bacteriano, tanto para el grupo tratamiento como para el grupo control. Sélo el grupo

tratamiento presentd dos muestras con presencia de contaminacion bacteriana (Tabla 11).

Tablall: Proporcion de agentes bacterianos aislados de casos de mastitis clinica, para el

grupo tratamiento (n = 59) y para el grupo control (n = 39).

Agente bacteriano | Tratamiento| Control
Ambientales 42,4% 51,3%
Contagiosos 6,8% 2,6%

Negativo 47,4% 46,1%
Contaminado 3,4% 0%

Al comparar los resultados de los cultivos bacterioldgicos de los casos de mastitis clinicas,
en los cuales hubo desarrollo de bacterias ambientales, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo tratado y control (p = 0,41), mismo resultado
se obtuvo al comparar la proporcion de agentes bacterianos contagiosos entre ambos grupos
en estudio (p = 0,64) (Tabla 12).

Tabla 12: Proporcion de agentes bacterianos aislados de casos de mastitis clinica, para el
grupo tratamiento (n = 29) y para el grupo control (n = 21).

Agente bacteriano | Tratamiento| Control
Ambientales 86,2% 95,2%
Contagiosos 13,8% 4,8%

La inmunizacién con la vacuna subunitaria no redujo la proporcion de bacterias ambientales
aisladas de los casos clinicos de mastitis. VVacas tratadas presentaron una menor cantidad de
casos clinicos causados por bacterias ambientales que vacas control, donde a pesar de la
diferencia numérica observada en los aislados ambientales, ésta no fue significativa. La
vacuna subunitaria no disminuyo la cantidad de agentes patdgenos ambientales causantes de
los casos de mastitis clinica, mostrando ambas vacunas el mismo efecto en la variable
estudiada. Ademas, ambos grupos presentaron una alta proporcién de agentes ambientales

aislados de los casos de mastitis clinica, que los descritos en la literatura y en estudios
44



realizados en la zona central de Chile (Hogan et al., 1989; Donoso, 1997), siendo mayor en
el grupo de vacas control. Esta situacion es esperable en los sistemas de confinamiento
permanente, donde las mastitis clinicas causadas por bacterias ambientales tienden a ser

elevadas.

Adicionalmente, en ambos grupos, cerca de la mitad de los aislamientos bacterioldgicos
fueron negativos al crecimiento bacteriano, lo que es levemente mas alto a lo revisado en la
literatura (NMC, 2004). Esta baja deteccidn de patdgenos en las muestras cultivadas, podria
deberse a la cantidad reducida de bacterias presentes al momento de la toma de muestra de
leche, que dificultan la deteccidn de los microorganismos, o a las necesidades de condiciones

especiales de cultivo bacteriolégico, diferentes a las empleadas en este estudio.

El efecto de la vacunacién sobre la proporciéon de mastitis clinicas causadas por bacterias
ambientales ha sido estudiado previamente. En un estudio en el que se evalud la eficacia de
una bacterina de E. coli J5, se observo que la proporcion de bacterias Gram negativas fue
menor en el grupo de vacas tratadas con J5, que las vacas control, no vacunadas (Gonzélez
etal., 1989). Por el contrario Hogan et al. (1992b) mostraron que el porcentaje de la bacteria
E. coli aislada de los casos clinicos de mastitis en el grupo tratado con J5 fue mayor que el
presentado en el grupo control, el que alcanzo6 el 50 y el 33%, respectivamente, lo que
corresponde a la proporcion relativa del total de casos de mastitis clinica. Por su parte, Wilson
et al. (2007; 2009) al comparar los agentes bacterianos aislados de los casos clinicos de
mastitis, no encontraron diferencias significativas en la proporcién de los agentes patdgenos

aislados entre el grupo tratado y grupo control.

6.7. Animales muertos o eliminados a causa de mastitis clinica

De las 443 vacas incluidas en el estudio, 28 fueron eliminadas por distintas causas, hasta el
dia 180 de lactancia. Del total, siete vacas fueron eliminadas a consecuencia de mastitis
clinica, ya sea por venta 0 muerte de los animales afectados. Los grupos de vacas tratadas y
control, presentaron cuatro y tres vacas eliminadas a causa de mastitis clinica,
respectivamente, lo que corresponde a 1,7% para el grupo tratado y 1,4% para el grupo
control (p =0,75).
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La informacion de todas las vacas eliminadas debido a mastitis clinica se analizo a partir de
la sobrevida (en dias) con el método de Kaplan-Meier. La tabla 12 muestra los datos sobre el
tiempo de sobrevida en dias y la eliminacién de las vacas en el tiempo para vacas del grupo
tratado y vacas del grupo control. Ademas, se observo la misma probabilidad de sobrevivir

al menos hasta el dias 180 de lactancia, para ambos grupos.

Tabla 12: Probabilidad de sobrevivencia en el rebafio para el periodo comprendido desde el
inicio del estudio hasta los 180 dias después del parto, para el grupo tratamiento y el grupo

control.
Tiempo (dias) | Tratamiento Control
14 1 1
18 0,99 1
40 0,99 1
86 0,99 1
89 0,99 0,99
128 0,98 0,99
157 0,98 0,99
180 0,98 0,99

La inmunizacién con la vacuna subunitaria present6 un efecto protector sobre la eliminacion
de vacas a consecuencia de mastitis clinica, similar al observado en el grupo de vacas control
J5, apreciando el mismo nivel de eficacia en ambas vacunas. Se puede afirmar que en el
presente estudio, no se encontrd una diferencia significativa entre el grupo tratado y control,
en la proporcion de animales eliminados por mastitis clinica. Ademas, se observa que ambas
vacunas presentaron una menor proporcion de casos clinicos que terminaron en eliminacion,
comparado a lo descrito en la literatura (Ruegg, 2012).

En general, se acepta que la vacunacion provee cierta proteccion en la eliminacion de los
animales a causa de mastitis clinica. En un estudio (Wilson et al., 2009), se observo que el
grupo de animales vacunados presentaban un riesgo de eliminacion por mastitis clinica
significativamente menor, comparado con el grupo control (p < 0,03), mientras que el riesgo
de morir a causa de mastitis clinica, no fue diferente entre el grupo vacunado y grupo control
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(p > 0,27). Por su parte, Wilson et al. (2007) demostraron que la eliminacion de las vacas,
asociada a mastitis clinica, fue mayor en el grupo control, no vacunado, que para las vacas
tratadas con J5, alcanzando una diferencia significativa. Sin embargo, en el analisis general,
el grupo control presentd un mayor porcentaje de animales eliminados a causa de mastitis

clinica, en comparacion al grupo control, pero esta diferencia no fue significativa.
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7. IMPLICANCIAS

La mastitis, es una de las enfermedades que mas impacta al sistema productivo, debido a las
consecuencias negativas sobre la economia y el bienestar animal de las vacas. A pesar de los
esfuerzos por reducir los niveles de esta enfermedad, sus resultados muchas veces no son los
esperados, motivando constantemente a los productores de leche y a Médicos Veterinarios a
buscar avances en la prevencion y control de la mastitis, la que se ha convertido una tarea
compleja. Progresos en el manejo de la mastitis por coliformes han sido Utiles para la
prevencion de esta enfermedad. Sin embargo, lo complejo que resultan los mecanismos
involucrados en su desarrollo, la falta de comprension de los eventos inmunologicos y de las
relaciones existentes entre la vaca, el agente infeccioso y el ambiente, hacen de la

presentacion de esta enfermedad un problema mas dificil de manejar.

El uso de vacunas en cualquier programa de control, ha mostrado ser beneficioso en el
manejo de la mastitis por coliformes. A partir de esto, es que esta memoria de titulo permite
evaluar el uso de una nueva vacuna desarrollada recientemente en el pais, contra la mastitis
por coliformes, y considerar su posible futura incorporacion en los programas de prevencion.
Este estudio permitié comparar los efectos de dos vacunas contra la mastitis en vacas
lecheras, una de ellas disponible comercialmente. Los creadores de la vacuna subunitaria
postulan que es més efectiva en términos de proteccion contra la mastitis, mientras que la
vacuna comercial J5, a parir de numerosos estudios, ha mostrado consistentemente una

mejoria en la proteccion de la salud mamaria.

La eventual incorporacion de la vacuna subunitaria en los programas de prevencion de
mastitis por parte de los productores, estd asociada con distintos factores que podrian
condicionar su utilizacién, como la eficacia protectora de la vacuna, el costo econémico, la
facilidad de implementacion, y su disponibilidad en el mercado. Es asi, que la realizacion de
este estudio y de futuras evaluaciones, resultan importantes al momento en que esta vacuna

se encuentre disponible comercialmente.

En el presente estudio, la vacuna subunitaria proporciond un efecto similar, respecto a la
incidencia de mastitis clinica, duracion de los casos clinicos, el tipo de agente causal y la

proporcion de animales muertos o eliminados a causa de la mastitis clinica, al compararlo
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con el grupo control J5. No se encontraron diferencias significativas entre los grupos

experimentales en la produccion de leche acumulada a los 100 dias de lactancia.

Tampoco se observaron diferencias en la severidad de los casos clinicos de mastitis, habiendo
una tendencia a una mayor severidad de los casos clinicos en el grupo tratado con la vacuna
subunitaria. Adicionalmente, comparado con el grupo control, el grupo de vacas tratadas
presentd un aumento significativo en el recuento de células somaticas en leche. S6lo en vacas
de segunda lactancia del grupo tratado, se observa un incremento de los puntajes lineales de
células somaticas en leche, al compararlo con el grupo control J5, alcanzando una diferencia

significativa.

Con la evidencia presentada en este estudio, se desprende que los efectos alcanzados por la
vacuna subunitaria, fueron similares a los de la vacuna comercial J5 en relacion a la
incidencia, duracién y severidad de los casos clinicos de mastitis, la cantidad de bacterias
ambientales causantes de mastitis y la proporcion de animales muertos o eliminados a causa
de la enfermedad. Tampoco se observé que la vacuna estudiada alcanzara un efecto superior
sobre la producciéon acumulada a los 100 dias de lactancia. Adicionalmente, el grupo tratado
presento un recuento de células somaticas en leche significativamente mayor que el grupo de
vacas control. Por lo anterior, se entiende que en general no se presentaran diferencias
significativas en los indicadores de salud mamaria, produccién de leche e indices de calidad,

derivando en una eficacia protectora similar a la obtenida con la vacuna Enviracor J5.

Dentro de las posibles razones de una respuesta de la vacuna subunitaria, similar a la de la
vacuna comercial, pero menor a lo esperado debido a su formulacion, por una parte estarian
aquellas asociadas a las caracteristicas propias de ésta, cuya formulacion podria afectar el
nivel de respuesta en el sistema inmune de las vacas, pero debido a la poca informacion
disponible al respecto, es que se necesitan mas estudios para su evaluacion. Por otra parte, se
ha estudiado que los niveles de proteccion alcanzados estan muy relacionados con la
situacion sanitaria del sistema productivo, el manejo de factores ambientales, el nivel de
patogenos coliformes presentes en el plantel, el estado inmune de las vacas, entre otros, lo

que pueden afectar las ventajas proporcionadas por la vacunacion.
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Este estudio, es el primero de esta vacuna en condiciones de campo en la zona central. Sin
embargo, se deberian considerar estudios adicionales con un grupo control no vacunado, a
fin de establecer otra manera de evaluacién y estimar la magnitud de la proteccion de las
vacas frente a la mastitis clinica al compararlo a un grupo no vacunado, pero es muy dificil
conseguir que predios lecheros se arriesguen a dejar vacas sin vacunar, por ser una

enfermedad que genera elevados costos para la empresa.

Los programas de prevencion de la mastitis bovina son una herramienta que ha mostrado ser
beneficiosa, facil de implementar y de bajo costo. Sin embargo, es necesario avanzar en el
entendimiento de los distintos componentes de la respuesta inmune de la glandula mamaria,
y de la identificacidn de los factores que intervienen en el desarrollo de la respuesta inmune
alcanzada con la vacunacion. Por todo esto, investigaciones continuas en el desarrollo de
vacunas contra la mastitis es una alternativa razonable, ya que se espera podrian mejorar los

avances alcanzados en la prevencion de la mastitis bovina a través de la vacunacion.
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8. CONCLUSIONES

No se observaron diferencias significativas en la incidencia y duracion de los casos clinicos
de mastitis entre el grupo de vacas tratadas con la vacuna subunitaria y el grupo de vacas

control J5.

La vacuna subunitaria no redujo significativamente la severidad de los casos clinicos de
mastitis. Comparado al grupo control J5, las vacas tratadas mostraron tendencia a una mayor
severidad de sus casos clinicos de mastitis.

No se observaron diferencias significativas en la produccién de leche acumulada a los 100
dias de lactancia entre las vacas vacunadas con la vacuna subunitaria y la vacuna comercial
J5. En comparacion a las vacas control, vacas tratadas con la vacuna subunitaria tuvieron un
incremento significativo en el recuento de células sométicas en leche, situacion observada en

gran parte del estudio.

La aplicacion de la vacuna subunitaria no demostro diferencias en la proporcion de animales
muertos o eliminados debido a la mastitis clinica, ni la clase de agente causal de los casos

clinicos de mastitis.

La vacuna subunitaria contra E. coli no fue mas eficaz que la vacuna tradicional J5 en lo que

respecta a las variables analizadas, rechazandose la hipotesis planteada en el presente estudio.
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