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A B R E V I A T U R A S  YÜLOSARIO 

BTSCC: Recuesto de céhilis sofRáticis en tanque de mczcli

CAMP: Factor o reacctóo que indica la capacidad y el tipo de hemolisis de una cepa de 

estreptococo. Normalmente se aplica en los grupos serolójticos B y C.

CM f: Test CaUíbmia de Mamitis 

Da B; I>tamii3oben/idina

D.O.. Densidad óptica

Duraciófi de una iMI: NT de días entre U primera y la úhima lactaciones con infección más I áL.

FI.ISA: Siglas de enzvine linked inmunosorhent assay

IgG; Inmimoglohulina (r

IMI Iníección intramamana en la v»ca

IndLe de una IMI. Cantidad de nue\as IMIs detectadas durante un ticinno «ictinido

Incidencia: Concepto epidemiológico que !»eñala el porcentaje de cuarterones de (a ubre ctMi un

aislado bacteriano determinado ai nicnos una vez durante la lactación

{QR: ratio o cociente intercuarterón en la ubre de la vaca

MIC; Concentración mínima inhibitoria de un antimicrobiano

NAGasa; N-acetil glucosiminidasa

PBS: Tampón fosfato salino

PEC. Pobetilengficol

PMN. i^cocitON pobmorfonucleares

Pre\aleocta: Concepto epidemiológico que señala el porcentaje de muestras von >jn aislado 

bacteriano dado.

OFM. Primera leche de cuarterón en un ordeño.

SCC; Recuento de cchilas somáticds



SDS-PAG£; Ekctrofortsis cc gei de í olñcrilamkli coa Uiiiíil sulfato sódico

Sepkacr>l; Gel que aaúa coa» m îtriz en cromatograña de exclusión

Sepharose: Matriz en cromatografía de afinidad

TBS: Tampófi tris salmo

IB S -i; Tampón tris r:̂ itino con Tv^een 20

ufe; l enidades foinudora*; d¿ colonias

irrM ; Lev he total de la uhre en un ordeño

WOA Aghjrmiua de «cnr?^ de trigo

WMT; Test de VViscoshi para mamitis (análogo ai CMD



INTRODUCCION 

Cooccptos gcncraks sobre m iaitis

L¿ mjunkis es U eniénnedad más costosa que afecta al ganado bovino. Varios estudios 

( ’anzen 1970. Natzke el al l*?72; Wood and Booth. 1983; Dcluyier et al. I9Q1) han 

demostrado las pérdidas generadas en la producción lechera debidas a ia mamitis Lucev ¿nd 

Ro\wlai)da describieron en !^S4 una técnis^a que valoraba la reducción en el i ,,'ndimiento 

lechero v los cambios en la ibima de la cun a de lactación asociado > a la mamitis ciinica

Las infecciones intramamarias que desembocan en una mamitis son parte de un 

comp^eio etiologico de enfermedad multifaciorial rcsuhado de conibtnación de dKersos 

agentes con el hospedador (la vaca lecnera) bajo diferentes situaciones amliientales (Pearson et 

al, 1972) (Stovlbaek-Pedersen. 1975) Además, la frecuencia de la enfermedad continúa 

incrementándose en respuesta a la selección genética reaUiada para mejorar la producción, 

debido a una correlación genética positKa entre producción y mamitis (Shook. 1985: 

Fmanueison. 1987; Syvájarvi et ai. ¡986)

La mamitis se ha definido clásicamente como una inílaiilación de la glándula mamaria, 

normalmente a causa de algún mic:oorganismo. si bien se han descrito mamitis asépticas y 

subchnicas. stn evidencia de inflamación Esta inflamación tieneuna especial importancia por su 

nnpacto socio-económico, en la explotación del ganado vaciino lechero en regimen intensiv o. 

Es un proceso ampbamente extendido (has:a un 10** o del global de ia cabaña bovina por 

término ntedio). de tal modo que raras veces una vaca cualquiera no experimenta un episodio 

de mamitis Tanto U manmLs chnica conu) bs formas subclícicas, más frecueutes que la 

primera, suponen anualmente cuactiosas pérdidas económicas (Bandinand. 1978).



Yt en 1978, Bsdmand fomnila la existencia de diversos factores a considerar en el 

estudio de la predisposición a la mamitis bovina (ictrínse€Os(morfología de la mama, 

producción lechera, edad, estadio de lactación, inmunidad, equilibrio hormonal) y extrínsecos 

gestación del aüo, desequilibrio en la alimentación, higiene de la explotación, tipo de manqo y 

ordeño) v ocasicnales (retenciort de leche, cambios bruscos de alimentación, traumatismos del 

pezón y bajada de la> temperituras). Asimismo se tenía que considerar la espccifícidad, 

p«tof¡enscidad y frecuencia del germen asociado al proceso mamitico

De acuerdo con ía sintomatologia. pueder. diferenciarse 2 formas de mamitis: clínica y 

subclinica ( sJa evoluciona sin signos inflamatorios extemos, con aumento del SCC y 

presencia de mtc.oorganismos ca’isales en la ubre. Son la foniu predominante (de 20 a 50 

veces más que las clínicas). Pueden convertirse en cíinicas (agudas o crónicas) (en ello estriba 

su im^icnancia). lina variedad de b  mamitis subclínica es la ¿heración de la secreción (üiamitis 

asiática) cuya causa no es b infección por gérmenes, sino b influencia de factores 

ambientales

l^s mamitis clínicas presentan una sintouiatología variada, desde variaciones discretas 

de b  norrrji de calidad lechera hasta la desaparición completa de los caracteres propios de b 

leche, pérdida total de producción y trastornos graves del estado general ('s rara su curación 

espontanea De aciierdo con el curso evolutKo de la enfermedad y el grado de sintomatologia. 

pueden diferencbrse mamitis clínicas iuba|;ud«s« «{sudis y crónicas. L^s agudas 

evolucionan con acusados síntomas de inflamación, apreciándose en b  uhre hinchazón, 

enrojecimiento, aumento de b temperatura basal. dolor a la palpación y endurecimiento de los 

tejidos mamarios. La leche, en pequeña cantidad, presenta akeraciones organolépticos visibles 

Casi siempre b  enfermedad da higar a una lesión permanente de la ubre con pérdida defmitKa
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de li teche. Las cróoicas son las mílamaciones de la ubre de larga evolución, sin aheradón del 

estado general. F.1 contenido de células somáticas ^m pre es alto y la producción láctea es 

variable.

Para c<Nitrobr el estado sanitario de ia ubre en la propia expio<actón, además de 

realizar ia inspección visual y U exploración clínica, ;;e pueden realizjir tos recuentos de células 

somáticas en un analizador, complementando los datos con el análisis bacteriológico de la 

leche tomada asépticamente de los cuarterones inflamados, o sospechosos cuando menos, de 

la ubre.

1.a mamitis tiene una serie de posibles efectos sobre la salud publica, ia calidad higiénica de ia 

leche y la lecnologia lechera Por ejemplo, las mamitis dan higar a una importante

modiíicacton en la composición de la leche (la cantidad de extracto seco total disminuye y se

modificó) la lelación entre los dKersos constituyentes de la leche), mayoría de los autores 

opina que la disminución del porcentaje de materia grasa está en función de la perdida de 

producción láctea total También tnfh¡ye la mamitis en el ctmtenido de ácidos grasos libres, en 

el de fosfolipidos y en la composiciór. de ácidos grasos (Randolph y Lrwin. 19''4) Ningún;* de 

estas variaciones tiene utitidad para aiagnosticar U infección t i  contenido total proteico no 

sufre normalmente un cambio apreciabie debiúo a la mamitis infección de la glándula 

mamaria provoca una reducción en el contenido de lactosa (hasta más de un 30% del valor 

normal) siendo ésta la principal causa de b  disrainución dd contenido en extracto stco magro 

d? b  leche. La gran iaflaeocu de hi infccciéii sobre d  coatenido en lactosa facilita el que 

se atilke b  determiiiacióo de este parámetro qaímico como indicador diagnóstico de 

ana mamitis. El descenso en el contenido de bctosa se acompaña normalmente de un cambio 

en el equilibrio de minerales de b  teche (ToQe, 1%9). Los efectos más importantes son una
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dújninuciófi en el potasio y un aumento en ta concentración de sodio y cloruros, lo que se ha 

utilizado amplianeRte como tccoka de detección de una posible infección, bien 

determinando los valores absolutos de los tres parámetros, bien determinando y relacionando 

los nKeSes de cloruros y sodio o de cloruros y lactosa. También ‘x  ha utilizado la 

determinación única de cloruros, estableciendo un valor umbral para la coníinnación de 

presencia de infección.

La calidad higiénica de la leche mamitica puede verse afectada en sus aspectos 

organoléptico y microbiano l.n el caso de las mamitis crónicas, los recuentos microbianos 

totales de los cuarterones infectados en la ubre están por debajo de las 10 000 ufe mi de leche 

en el ^0% de los ca-os y por debajo de 50 000 ufe mi en el >̂5®© (Jorgensen. 1^8!) Ln el casi> 

de las subchnicas, el n° varía de 210 a 78 000 ufe mi o de 270 a 000 ufe mi (Tolle. 1981) 

paij los patógenos mamiticos de niayor importancia (StrepCococcus agalactiae y 

Staphylococcus aut eus).

Agentes etiológicos de la mamitis

la  mamitis normalmente es consecuc'ncia de una infección micTobians. con un 

an^lio rango de germenes causales (Heidrich and Renk. 1%7: Philipot and Pankeh 1975. 

Sehukz et al 1978, Bram! / and Dodd. 1984) siendo ios microorganismos más ampliamente 

detectados en la glandula mamaria y por ende en la leche los cocos Gram positKos catalasa 

positKo y negatKo (estafilococos y estreptococos (De\riese. 1979. Watts, 198<>). el coliforme

E. coli y el bongo Candida albicans, constituyendo entre todos los responsables del 80 al 

90®'o de las mamitis clínicas y subclínicas producidas eii ganado bovino de alta producción 

lechera en regimen mtensivo. Otros microorganismos responsables de mamitis con
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stgnificicióu estadística son Cor>Beb><ctcríicoi bo\is, C  pyofeaen (responsable priocipal 

de ta Samada mamitñ de veraooK iaciflus spp. Listaría mcooo'togeaes, Cnterobacter 

spp, KiebsieUa pneuncBiae y Serratia marcercens.

Los estrq>tococos de significjción en mamkií» bovina son ^¿treptococcus agalactiae, 

$. dys^a2actia(r y S. uberis, como patógenos princ*tpaies, y S. bovts, S. pyoj^enes y 

^^ntercccus faecalis/faeciaBi como patogenos sect^daríos, cuya aparición esta relacioDada 

con factores arühientales y de manejo. La prevalcncia e incidencia rel«tKas de estos 

microorganismos v aria con las caracteristica.s microchmáttca^. orográíicas y fundamentalmerte 

las asociadas il sistema de producción de leche, ya que la mamitis es una enfermedad facilitada 

por el estrés inheraitt a la exlracciíHi intensiva de leche con el ordeno mev.ínico.

El estafilococo de mayor importancia clínica en mamitis es el S. aureus. (Xrcs. 

coagulasa positKos o negatKos. se han aislado repetidamente en casos de mamitis (S. 

epídermidis-» S. xylosus, S. warneri. S. ietermedcus,...) siendo los estafilococos coagulasa 

negatKos los mis implicados en !a mamitis de vacas en primera lactación (Brown. 1973. 

Oüver and Mitchell 1983)

Los patogénos secundarios se han asociado normalmente con una irritación leve de la 

ubre y una leucocitoas leve en la leche sin sintomatologia cHnica de infección mamítica Los 

micrococos y los estafilococos coagulasa negatKos son ios gérmenes más prevalentes 

asociados a ia piel de la ubre, el canal galactóforo y el interior de ¡a glándula mamaria (Schuh/ 

et al, 1978) inchisKe en rétanos con problemas substanciales de patógenos principales 

(Edwards and Jones, 1966: Ward' and Scbuhz  ̂ 1972)).Aproximadamente el 25*̂ 0 de los 

aislados de la flora ocrmal recogidi de los extremos de los pezones en vacas sanas (coriio 

algunas e<q>ec!es del gno Bacillus, Cor}’ncb;i^^iuin« Lactobacillus, Micrococcus,
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b
SUphylococcus, y dh m as especies de coliforines) es mhdmoria iii vt^o de los patógenos 

mamiticos Gram positivos y Gram negativos práicipaJes o contagiosos (Woodward et al 

IQ87. !988). La colonización de tos pez^es con la flora normal que inhibe a los patógenos m 

vitro puede incrementar asi la resistencia a la mamitis.

Conceptos ep*demíolóficos básicos de la «itis

Debido al elev ado coste económico que genera al ganadero su ¿parición y a .su 

in^ortancia epidemiológica en el mantenimiento del estatus sanitario del ganado, se han 

venido de^rroUando programa> de control de mamitis v elaborado vario> sistemas de 

diagnóstico fll método más común de dus!^no«ticar ta mamitis subclínica es el análisis 

bacterioló)»ico eo combinación con el recuento celular c'.irecto o indirecto; no obstante, 

este método es caro e inadecuado para un diagnóstico de rutina a f¡ran escala. C uando se 

evahja la relación entre los recuenios celulares totales de ia leche de la ubre y las mamitis 

subclmicas se ha de tener en cuenta que la ^alud de la ubre se define seguii los hallazgos 

microbiologicos y los recuentos celularc< de los primeros chorros de leche de cada cuarterón 

estimados por dñersos técnicas la  clasificación de b s  cuarterones está basada principalmente 

en un modelo causa-efecto 1Q7I; que se acepta generalmente y que se basa en la

asunción de que los gérmenes patógenos producen una reacción inflamatoria que se refleja en 

un elevado recuento celular. De este modo, el objetivo de ia clasificación es una función de la 

aparición de gérmenes patógenos y su influencia en el recuento. De acuerdo con Neave 

(1975). debe realizarse un examen bacteriológico confirmativo a fin de minimizar las 

probabilidades de obtener falsos resultados

De este modo, han de tenerse en cuenta, al interpretar la información relativa a la



mtimtis subcinica, hs Knotackmes dd moddo de rfitgaósúco:

f) U s  coDtuninadones de fuentes extranuiniiriss y Í»s infeccioQes dd canai gaUctóforo 

pueden rnterfoir con d  diagnóstico bacteriológico (Furbes&Herbet^ 1968; Neave, 1975).

2) La variación en la concentracirá de las biicterias en los caarteror's infectados puede 

conducir a interpretaciones erróneas (Neave, 1975; De Vries, 1986).

3 > El grado de virulencia difiere incet e intraespeciñcaaierts

4) Muchos gérmenes pueden ocasionar manútis.

5) La varbción en el recuento cehilar esta causada por las bacterias, asi como por ffclores no 

bacterianos, y tener e^o úhiroo en cuenta puede mqorar U interpretación de los datos.

6) El recuento celular refleja el grado de daño tisular o el nivd de la infección en mu escala 

mai o nicii<).v coiiiinua; introduciendo valores umbral dd recuento cehilar pierde la 

continuidad en el ^áiisis de la evolución de tal infección

El procedimiento más usual cuando se evalúa la reUción entre d  recuento de la ubre y 

li  raainitis subclínica es dividir d  matcriil O* leche de la ybre) eo dos categoríjs 

(positiva y negativa) sobre la base d d  diignóstiro dd  estado sanitario d d  cuarterón.

Así, las muestras oegatK as e^ rán  por debajo de uu umbral dado y las positivas por encima, lo 

que se considera como correctamente clasificado. El umbral está con fi’ecuencia establecido 

en un nivel donde ¡as proporciones de &lsos positivos y/o negativos son despreciables.

La distribución de los recuentos de células somáticas dentro de un rebaño ayuda a la 

idntifícadón de problemas específicos dentro del programa de control de mamitis de un 

rebaño (CK^oo y Morris, 1983).

EJ método n é s  común p tra  U detccciún a gran escala es monitorízar d  SCC.



El efecto de incremento de SCC por Iá presencia de patógenos m»mÁícos se encuentra 

a codos los niveles de producción lechera, pero la amplitud de la variación en el incremento 

depende de varios factores intrínsecos o ambientales, afectando a vacas intéctadas o sanas en 

un miaño rebano

Los SCC, asi como los análisis baaeriológicos, en ia primera leche de ordeño de cada 

cuarterón de la ubtt, sirv en como indicadores del estatus de salud de la ubre, de tal modo que 

la prevalenci.4 de ia mamitis subclínica se incrementa con la edad, asi como la incidencia dt* la 

mamitis clmic? (Norman&Van VTeck. I<í72: Wihon et ai. 1*̂ 72). F-.n ei caso de examen de 

muestras repetitivas de ios cuarterones la prevalencii es fiincion de (según l)ood&Nea\e. 

í‘?70) la incidencia, ei OIR (en porcentaje), y Je un facnor de corrección de las variaciones 

en el r* de observ aciones por iaciación

Kn la prevalencia de ia IMI influyen signiíicatKamenté ia localización, ei rehazlo y ia 

estación dei año (Trinidad et aL I*>^)

1^ frecuencia de IMI en las v acas 5c incrcmc«ía con ia edad, con un p» *o de incidencia 

en ia segunda (Lrskine et a l 1^88) o tercera baacion^  (Batra et a l 1977). sin una tendencia 

definitiva después de la cuarta lactación. Ln cuanto a ia estación, la mayor incidencia de 

mamitis está asociada principalmente con gérmenes ambientales, en los meses de invierno y 

primavera.

La mamitis ambiental en sentido ampbo. es ei conjunto de íMJs causadas por 

patógenos cuyo reservorio primario es el medio ambiente en el que vive la vaca y los 

cuarterones oo infectados (Oz, 1985). En particular, el diagnóstico de las IMls causadas por 

aquellos es difícil con infecciones de cortc duración, escasa concentración de ufe por mi de 

leche y sospecha de posible contaminacióo Ha> necesidad de conocer las caracteristicas de los
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patógenos ambicotales y la dinámica de ias mfecdones que producen en k>s rebaños. Tal 

bformactón puede denvar en el eslablecimiento de métodos más eficaces de control. Las ÍMIs 

se diagnostican en cfaos casos oiaiKlo: l ) se recoj^e ê  mismo patógeno de 2 o más muestras 

consecutivas de leche de los cuarterones zniéctados: 2) el mismo patógeno es recogido de 2 

nuestras de leche de cuarterón en 30 días y 3) se hace un aislamiento de un patógeno en un 

cuanercfl coq niamkis clmica Cada patógeno se sigue como una IMI individua) para ei 

anahsis de ios datos (Para diagnosticar un cuarterón ccmo afectado por tna^nitis clínica se 

valora un SCC de !0'’ célm] como mínimo. Se utillran ios resuhados de los cultKos de las 

muestras para determinar el origen de las IMI).

El porcentaje de cuaritrrones infectado se determina retrospectK ámente una vez se 

identifican todas las IMI y es función tanto del índice de IMI como de su duración Este 

porcentaje se valora por día de lactaciim y día de! año. Los resultados indican una tendencia 

estadonal de la mamitis clmica. Los SCC uf la leche de mezcla en tanque reflejan ei modelo 

general de incidencia baja y aha de la mamitis clínica durante el ano. La mayoría de los casos 

vhnicos se asocian con el aislamiento de 2 grandes grupos de patógenos.

La mayoría de ios estudios sobre la aparíción de la mamitis en las vacas se enfocan 

sobre la píesencia/ausencia sin considerar el n*" de episodios (Dish et al, 1989; Erb et al, 1985; 

Ciróhn et al 1986) Se considera la incidencia a nací rebaño.

I^s técnicas epidemiológicas ofirecen importantes herramientas para estudiar los 

indicadores de nesgo de rebaño (Rothman, 1986). La identificación de estos indicadores en el 

rebaño contribuye a la fonnulación de la patogéneás de la mamitis clínica con bajos SCC en 

rebaño y se facilitan así las mejoras en los programas de control

Para el diagnóstico de la mamitis clínica y/o subclínica, la vía principal ha sido siempre
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d  cukiv‘0 microlñotógico de la« amestrts de !edie (Eberktrt et a l 19S2; Me Domkt 1989) 

pan d  aislamiento de los paiógesos prácipales y/o secundarios (en varios estudios del 

diagnóstico de U manñtis cUnica. entre d  12 y el Í8^< de ias mue^ras de vacas con mamitis 

tuvieron cukKos negatKos al utilizar el método estándar de cultivo (Anderson et a l 1982; 

Danid et i l  1982; HiH 1986; Pearson y McKie. 1979). Para mqorar el iiidice de cukKo 

p>jS{tKo de mttesrras de leche con una baja concentración de bacnerias. se h¿j} sugerido 

vohíítíenes mayores de inoculación en placa e mocnilación de ta muestra (Broun et a l l9gl) 

(González et a l 1987. 1989 y 1990)

Se utilburon técnicas de cultKo de eficacia "aumentada" para incrementar la recogida

o detectar b  presencia de patógenos en leche de casos con mamiti» clínica ([>msmorc et al

1992). Los resuhados de las naiestras consecutKas potencian la probabihdad de un 

diagnóstico adecuado y pueden usarse para generar estándares para comparación de métodos 

de anahsis No obstante, b  economía y b practicidad recomiendan que se use una sola muestra 

en investigaciones de caa:po de b mamitis 

TécDÍcas de detccriÓD dr IM b prodactoros de manitis.

Los métodos y técnicas desa*roUados para diagnóstico están basados en b

consideración de las siguientes caracteristicas délos patogénos principales:

1) Son capaces de ser fácil y repetitKamente cukKados esos germenes de 0.01 mi de

leche sembrada en agai sangr«; con o sin escuhna.

2) No son resultado de la cootanmiación de una muestra de leche.

3) Producen (Mis de brga duriición en ausencia de ant9>ioterapia.

Taies características no se cumple» con los patógenos ambientales y su diagnóstico es 

más difícil porque las IMI son de corta durscsós Las ufc/ml de leche en cuarterones
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infectados son frecuestemeate nicoos de 100. El tisiamiento de estos gérmenes en im cultKo 

de leche podría ser resuhado de la contanánaciÓD de la muestra.

El papd del cultKo bacteriano es primordial incluso en rebaños en los que los ; ignos 

chmcos y \o\ pcriiíes de SCC sugieren una improbabilidad de mamitis

La mayona de b s  rebaños se clasifican, a efectos epidemiobgicos. en 4 categorias 

(Sischo et al i ̂ 3 ) .  1) libre de pjtógenos principales: 2) presencia de estafilococos coagulasa 

positKos pero no S. sf^aUctiae aislado de al menos I muestra de leche): 3) pre.scnci? de S. 

aiisbicttae pero no de S. aureus. ai.siado de al menos ¡ muestra y 4) aislados S. af¡alactiae y 

S. avreus en una niuestia al menos El de rebaños con el «oipuesto 4 es bajo, por lo tsinto, 

estos rebaños se agrupan con aqueibs donde se aísla sob S. agalactiae para la e\ ahiaciiSn de 

practicas de control de mamitis reiacionadas con el estatus de patógenos del rebaño

1  ̂ sensibilidad y especiñcidad de detección de S. agabctijie y S. aureus depende del 

método j>or el qu'; se establece el diagnóstico definitKo (Sears et al W l )  (Postie. l%8. 

Cioodkin et al 1<W)) (ya que el uso de la leche de tanque para delectar !a presencia de bs 

patógenos primarios no es un test perfecto)

Los est-uemas de control de S. aureus y S. a|;aliict!ae se plantearon después del 

desarroib de b s  métodos de identiñcacion etica/ y estudios epidemiológicos definrtKos 

(Bramley and Dodd. 1^84; Dcdd. I98(>). Ei control de los oíros estreptococcs hs sido más 

difícil debido a su ampha distribución. Cambios recientes (Collms et al 1983. 1984; Devriese 

et al 198»>, Dodd. 1986; Farrow et al l*̂ 8̂3, 1984) en la taxonomía de ia familia 

Streptococcaceac permilieron el desarrollo de asremas d^ identificación mejorados, mediante 

ei uso de técnicas de hibridación de ADN y de pruebas de oligonucleótidos

El aislamiento para su kieotificación de los cmeroco^^« es muy variable en su
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proporción de unos esiudioá t  otros. La difertndi en d  índice de liskineiiCo pu^e deberse a 

diferencias en b muestra de la población, desciipción de nuevas especies, disponibilidad de 

más tcáts de diagnóstico, etc....Las técnicas de ctdtivo "miradas" (incubacióo de prccullivo. 

aumento dd v olumen de inoculo y congeU:,iói) del prxuhKo) incrementan sigtiiücatK ámente 

la sensibilidad dd cultivo respecto al método estándar (inr»€uljrión de placas ¿f a^ar-sangre 

coa 0.01 mi de leche e incubar a 3TC durante 24-48 horait) (Dinsmore et ai. 

ya que varios estudios dd dugnóstico microbiologico de r îamitis clínica citaban poicentajes 

de entre el 12 y el 38 por ciento en muestras de leche de vacas mamíticas que daban cahivos 

oegatKo^ con el método estándar (Anderson et al. Danid el al. ¡982. Hill 1Q86.

Pearson y Mckie. 1979). El método aumentado'mejorado que producía un incremento de la 

sensibilidad sm aumento signiücaitK o del índice de contaminación era ia siembra de 0.1 mi de 

leche incubada a 4 horas.

Se utiliza el test de la chi-cuadrado de McNemar para conocer que especie bacteriano 

incrementa su sensibilidad de aislamiento( s¿ verifica que son los coiiformes y los 

estreptococos ambientales (Dinsmore et al. 1990))

Varios investigadores han señalado vohimenes relatK ámente grandes de casos cbnicos 

de mamitis bovina en If.s cuales no pudo demostrarse un agente etiologico en el cuhKo 

(Pearson y Mckie, 1979; Daniel y otros. 1982)

Los métodos recomendados pam la idcdtükación de S. aureus y S. agaiactíae., como 

patógenos mamkicos principales, aislados en IMIs bovinas, enfatizan el empleo del test de la 

:^aguiasa y d  test de* CAMP(Brown e: al, ¡981; Pedersen et a l !981).

12



13
Para ios eslañlococos coagu^sa positivos (S. aureat, S. hykiis y S. intermedias)

productores de mamitis bovina (L^gk>is et al. I<>83) (Watts et ai. 1^83) la utüización ún*ca 

dd sistema API STAPH no mostraría un 100% de eficacia en identificar ules cepas t i  

crecimiento en a)sar P saplementJido y ei resultado del test de b  B-^salartosidasa 

permitían una fácil diferenciación de lo  ̂ tre« estafilococos (Kobcrson ef aL 1^2). con un 

I00®o de eñcacia

hl National Mastitis í  euncü. en l ' ^ .  recomendó utih/itr el de id acetoína ío 

Vogis-Proskauer, VP) como med» adicional para diferenciar S. aureas.FI Subcomité de 

Taxonomía de Fstafilococos y Micrococos. en l%5. (amhten recomendaba usar ia 

fermentación anaeróbica ael manitol para diferenciar S. aureus de les otros estatilococo> 

coagulasa posiíKos

Además de las técnicas miniaturizadas bioquímicas (API STAPH. API 20 SÍRFP). 

existen sistemas de diagnóstico rápido para identificación de ios patógenos mamiticos de 

mavor pre\alencía incidencia Pueden ^er métodos serológicos (como ei de coagiutinación en 

látex en porta) y eadmáticos (como los ennmoinmunoensayo. que pueden estar ligados a un 

componente cromogénico que actúa d*; $ub:4rato para la reacción enzimática (ELISA) y que 

tiene dKersas variantes captura, sandwich, competición. ..

Loí̂  tests de aglutinsción en látex para la ideiktificación de S. aureus y S. a)»aüictiae 

son ya ampliameme aceptados y utilizados en laboratorios clínicos con ai.sJados de humanoN 

En 1^88, se utilizó el RAPID MASTITIS TEST (RMT) (un si.sfema de aglutinación en látex 

para la identiíicacion de S. lureus y S. agabctuf en aislados bminos (Watts and Ouens. 

}988). FJ RjXTT es útil para hacer un scrcentng de grandes volúmenes de aislados de S.



tureus (Wstts snd Oweas. I<>88): no obiatste. los vc^lámenes pequeños requieren el test de ia 

coagulasa para la detección de ciertas caracteristic^as claves. TI RMT no es tan eficaz con» el 

test de ia coagulas? EN 24 HORAS, pero es comparable en sensibilidad al test del factor 

cum*)lifig y el de la coagulasa en 4 horas, con^áudos.

Ademas, ei KMT está diseñado especiñcamente para su U!»o en bacteriología mamítica

Fn 1984, los ensav-os que ya se realizaban de aglutinación especifica de las c^pas de S. 

agaUctiae de origen IMIs bo\ina> indicaban una posH l̂e relación entre la capacidad de esai 

cepas psra aglutinarse en presencia de leche bovina ^Wanger and Dunnv, W84) y su capacidad 

para a d h ^ se  a las céhila,s de 1a glanduia mamaria, ya que es un parásito intrs^namario 

obligado (Me Donaki. I^T7). lo que podna infhiii en ia determinación de su rol e;:o!ógico ^  

la glándula bovina y en que medida ei fenómeno de adherencia influye en h  patogcnicidad de 

S. aisalictiae para la ubre

En 198o se ensavó un test de aghitinacion en láiex para la detección de antigenos de S. 

tj^aljctiac de LMls bovinas (ÍJaniel and Bamum. 1986). Todas las muestras cootetiiendo S. 

•falactiae ñieron positKas a este test bien antes o bien después de 18 horas, nicubando a 

37°C. Los resultados obtenidos sugieren que donde un cuarterón Ikga a ser infectado con S. 

•gtlactÍM el test de aghitinación se hará po^ivo en 24 horas, v en los casos donde se 

desarrolk maniitis clÉiica puede permanecer posttivo 1 a 3 dias después de que el organismo 

ha>n desaparecido de la secreción láctea. El test de látex podría jupar un cieno papel en 

detcctxr vacas infectadas y rebaños testando k>s sueros de nuestras de leche de tanque de 

mezcla, ya que tales muestras pueden contener muchos contaminantes que hagan la 

interpretación difícil.
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Yi «n 1993 se apÜaron i»s lécoicas ELISA para la detección de antigenos hficieriancs 

en sccreckvnes facteas con cukKos negatKos. con k> qi*e se podía demo«;trar ia presencia del 

OBcroorganismo produvior de la IMI en un momento determinado del curso de la mamitis 

{Zorah, 1993). La técnicc u>ada se ba:^ en la doble técnica «aadv̂ icfa descrka por Voiler et al 

(1980)

Otros desarrollaron un ELISA diseñado para detectar an*icuerpo$ írente a S. aureuii 

(Adams et al. 1900).) Otras investigaciones han mostrado una pobre con elación entre los 

resuhado< del FLISA y el cuhKo microbiológko de las i7iuestra> (Hicks. C R et al, |9O0) Se 

s í i ^ ó  combinar los resultados del FLIS.A en muestras consecutiv as con la determinaciór dei 

SCC para mejorar la sensibilidad y la especificidad (Cosíello et il, 19^ )̂)

Se compararon el cullKo micn'biológico, el El ISA v la determinación del SCC 

r«ahzada en muestraN de leche como métodos para identificar las vacas con IMI por S. aureus 

(Hicks et aL 19<M). El uso de c-ubivo repetidos podía n>ejorar la eficacia del diagnóstico de la 

mamitis por patóg^os ambientales
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Se cakuiaroQ la sensibilidad, especificidad y ratio de probabibdad también para realizar 

el ELISA en muestras consec'utivas. y determinar b  S.CC en esas muestras y combinar los 

resultados del ELISA con los SCC (Hicks et al. 1994)

l,os dacos de las vacas se inchiian solo si estaban disponibles los resultados del ELISA 

y del cultivo nticrobiológico obtenidos en 3 muestras consecutKas. Las vacas se consideraron 

positiv as a ¡M! por S. aureus si los resultados del cuhiv o eran positiv os en 2 de 3 m;«estr3s 

consecutK as primeras recogidas de cad2 vaca



\h
Li ^sdñbdad se calcubha como d  n° de vacas con uc resuhtdo del <est posimo 

dividido por el n** de vaca^ eos TMi especificidad se caicttlaba como el n"* de \ aca^ coa un 

resultado de test negaiKo dKidido por el n'̂  de vacas que no tuvieron iMI. F! ratio de 

probabilidad para un test po^átivo se cakulabs conK> la relación entre sensibilidad y I- 

especiík'id^d. > para un test negativo como I-sensibilidad respecto a especificidad (Ssci^ett et 

al, IW l)

lA rq)e?ibt!)dad de b s resultados del FLISA y el cuitKo mkrobiológico se determinó 

calculando el porcentaje de vacas que tuvieron resultados de test consistentes pars dos y para 

tres muestras consecutivas i.a prevalencia >e calculó sobre la base de! cuhKo micTobiológico 

de las primeras muestras recogidas de vacas de las cuales nunca se aisló S. aureus. calculo 

también el ratio de prev alenda de densidades ópticas (Rothman. 1^86) para determinar el 

riesgo de un resultado positivo por ILíSA para vacas con IM! por S. agalactiac, 

esufilococcs coa^uiAsa negativos, coliforne^ o C. bovis.

l o i re.ukados del FLISA coinciden con el estatus de IMI mis frecuente en vacas con 

elevados SCC\ pero la inchuáón de v acas con bajos SCC no justificabit el pobre rendimiento 

del ELISA, lo s  resultados del estudio de Hicks et al ;I9Q4) indicaban que el cuhivo 

microbiológico todavía es el mejor método para identificar casos indKidualizados de vacas con 

(Mi por patógeuüs mamíticos principales (S. aorcua, S. »gt!actiic, S. dys^ibictije^).

Las decisiones para usar un método de diagnóstico u otro debían incluir una 

evaluación de la cantidad y tipo de informacióo obtenida de lor, resultados de cada test Fl 

FUSA tenía un blanco especifico, normalmente un solo patógeno, y sus resultados no 

propordonaban información sobre otros patógenos potendales. El CTihivo microbiológico



coii!>tiiuia un tes! relatHimetite BcspecuV>> que proporcíofuiha míorauvión sobre una implu 

‘« añedid de patógenos i^sccptiMes de producir IMI

Uüa abcmaiKa af métinlo fJ.ISA antecksdo se desarropo mediante una técnica para 

detectar anticuerpos específicos que < i  una fncción anttgéoica purificada de S.

aoretts. Fl lea tuvo un* eticada del de detecciór. cuando se comparo con k» métcnlos 

de cuhKo bacteriano. Tu\o una !icn.sibtiidad dd ^2** para cukHos poshKos y una 

especificidad del 100®t para los negativos (Cirove and Jofles. l*><)2Mfcl I^A PROSFAPH»

l os experimentos se dis^rñaron para comparar el tê a 11 iSA PROSI APH cor bs 

métodos conviíncionales para la identificación conec»a de vaca^ con IMI por S. aurm« v para 

evaluar la eficacia de las medidas de higiene en eí ordeño, que pi^irmn devenir en la 

prevención de nuevas IMIs. determinar la ulüidad de hacer un ícreenmg de b s  rebaño> para 

ide«vificar vacas con infecdoni.* por S. aarcus v usar esa información para implemcntar 

práclicas de manejo que avaden a prevenir la dispersión de IMI. determinar I2 p.evalencia de 

las ÍMI con más rebaño> y deíintr la relación entre b s  anticuerpos frente a S. aureus en la 

leche cánida de tanque y la prevalencia de IMI por S. aorea«.

Partiendo de la preirása de que algunos bive^igadores han señalad«> m incdK:u>n 

del n® de PMN en la leche mamitica pr.porciona un indicador especifico dei nivel d  ̂

inflamación y la infección (Cullen. !9(; >: RufTo. l%8, Sciiabn et al 1^71). se diseñó un test 

ELISA que detectase ese tipo cehilar es^K^cílicamente para detectar la mamitis suhctíniva con 

prontitud (O* Suliivan et aL 1992). El ELISA, de tipo sandwich de captura, se usó para testar 

la presencia de recuentos de PMN elevados en .nucirás de leche recolectadas semanzlmente 

durante un periodo dt  ̂ semanas en un ensayo y en muv'stras oK;midas de vaca directamecte 

en un 2° ensayo. La sensibilidad, espedñddad y eficacia se calcularon de acuerdo ,on lo
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expuesto por H«i en En \o% resukados do bubo diferencia «ágnifk:stKa entre las 5>CC 

predicbo^ y los reaiev. oK^ando que las ahüorbancia^ ohtenidaN usamio e! FLiSA de captura 

se coneiacionarofi muv bien con el S C í. F>(os resuHadofo mue^ran que ei ensayo es capa/ de 

medir al ntenos codcentracione;» celulares tan haja^ como 100.000 cél mi

t s  ;rvidente que d  FLISA de captura se correlaciona inejor con d  SCC que con 

cuakfuier otro tes<. invhj\endo «as medidas de N AGa^a. sodio. co^ductKidad eiéctríca. BSA. 

acti\idad de la esterasa y de otras enyiinas

I os resultados muestran que las ah^orvencias obtenida» en e! M ISA pueden usarse 

c'uantitatK ámente para detenráiar si un^ muestra de leche es nunstica o normal, y también 

para predecir adecuadamente una muestra con un SCC de umbral tan bajo conK> 100.000 

cel nú Asi. d  Fl ISA de captura delectara ia tnfiamación ^ausad;! po? lodos los patógeno^ que 

excitan la iiiigraci<«n de los PMN. Ll ELISA específico trente a PMN lieue ur« potencial 

sígiéíkatKo como tal test de uso ^mpk para chequear vaca*, o cusrterc»es con numki^  ̂

subciwca rv\MÍaí a proencr b  iramiti> cimica. U di:»pcrsión de la inftxvion por aislamiento de 

la.s \acas infectadas con nunúis. identificar los cuarterones de la ubre indKtduaii/ados con 

problemas y seteccionjií y eiimniir leche manmica del tanque, así como mantener el SC( del 

tanque bajo y b  calidad de la leche aha Fl test podria usarse también para nrHwhonzar la 

eikacia de k>t» tratamientos ant^bioterápicos

Las técnicas de diagnóstico de b maimtis más avanzadas se basan en la biobgia 

oolecubr y d  uso de hibridación de ADN y sondas de ácidos nucleicos para b  detección de 

microorganismos Fsio comenzó en los ano«. 80, y su prmcipio de trabajo se basa en b 

detección cuahtativa de secuencias de ADN Saaeriano t^ico y por lo tanto ofrece b  \ entaja 

de su alta especificidad, manep imple y seguridad m ira d a  durante el protocolo de tesiaje
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(Joltnsofi MizoU et t i  W L N oien i»ns ? W )
i9

Se han p re s ta d o  estudios rcUcionados principslmente C7\ b  ü c Ic c c íó d  de t ,  

SalfBooefla, ShigrUj. S. aarf>^» cnterut lijséflico y iin e ris . Rii !^ 2 . se adaptaron 2 

pruebas de ADN .omcrciales (GfcNEm^K t  COLI Y Gf NFTItAK SA5JRFI S TI ST> 

para U detevcfóo de eso** pakógeno> en leche de vaca Pjíncipalnwite se volcaron en ía 

apiicacióa ¿el Cienetiak Staph. lesi para la detección de e>je paióec»io eii leche

mamstica (Kneiíei et kl l^^Zy

Todas la.' cepas ¿c enterobactcnaceas oMoiidas del análi>i<̂  microbiokVgico cr su 

eaudio bieroxi examinadas u>ando Cienetrak F coli ie»a Basado evi el ümiie de absKÓón 

dado de O j unidaocc. la detí> cióii F-coli fiie posible a recueni*>s vb h lo  de 5 lO' hasta

4 .10 'ufe-mi

l os esia&locrcos obtenidot, faeron ier4ados con el (íenetrak S acreus ic^. obüerv*' 

una espectñcidad deí con UKÍas Us ccpas de S. a oreas s-'gnihcando la au>encia de

falsoN po>ilKos y o netíati*os Para dar valores de absorción iguales o menores de 0.1 tue.i>n 

suficknttfs recuenios de 10  ̂ v 10̂  ufc'nil L>ebido a esa aha sensibihdad. se ensayó la 

simplificación de la preparación de la muestra de leche para pennitir una detección más rápida 

de S. aureu9 en jeche ?namí!ica de los cuarterones de la ubre. Se demostró que va menos de 

10 ufe mi daban una reacción coloreada positK a indivando que la sensibilidad estaba en el 

mismo rango. Adicionahncntc. se verihcó que i?s otras ba*:::crías mamT»icas t'.*les como S. 

s^slactiJe, S. dysfrsüictiae y S. oberis no mterferqa con la prueba del ,ADN.

Fn esencia, bs pruebas de ADN siguieron el principio de hibridación de -ADN basada
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C8 una rcicdón específica entre Us pniebts de ADN de c !igonucieótidos smtéticos y e! ARNr 

de bs iMCtcrús (Mozoia et aL ¡9^1). L« seiisibütdad correspondiente dependía en gran medida 

dei vohuncn de AF.Nr producido du’ante la niuh^bcación de tas células bacteriaoaíi y una 

absorcion óptica de fondo causada per las matrices de la muestra (Pearson. l a

sensibilidad de e^e tipo de pruebas se ha considerado comúnmente una desventaja, ya que 

descubrimientos recientes con los sisteman basados en la PCR han mostrado limites de 

detección sigcificati\ámente níenoro (Chandrian et aL 1*^1: Mili et al Notermans.

IQQO)

l a especificidad puede ser \ista como una gran ventaja de las prueb;«> de ADN (Msu et 

ai. l<)<)l:Mozolact2l. \ ^ \ )

l4i experiencia ha tnostrado que hay necesidad de métodos fiables para la detección 

ei^ecírica de S. áureas como patógeno en mamitis subchnica De acuerdo con lo<» hffnHTgos 

de Kneifel et al (1 ^ 2 ) la prueba de ADN Gene»rak S aureus test puede aphcarse con éxito 

pira evaluar la situación q)idemiológica de los rebaños, ya que incluido pueden detectarse 

recuentos de S. aureus menores de 100 ufc-ml a\ unas 30 horas, abarcando asi 

manifestaciones subcltnicas de la nuimitis Modificando el protocolo micial del test podna 

reducirse el tiempo de detección de volúmenes rclMK ámente importantes de bacterias viables 

que produzcan síntomas de mamitis hasta las 6 horas por lo que senan de gran interés para el 

acieening de mamitis en los rebaños

tn  I9<)3 se describió el desarrollo de pruebas de hibridación de oligonucleótidos, 

derivados de secuencias caracnensticas dentro del gen que contiene la subunidad I6S dei 

RNAr, para la identificación e^cuíica de los dKersos tipos de S. uber» (Haiiaied et a t

1993) (causante de gran cantidad de mamitis bovinas hoy en día (aproximadamente 8 de cada



100 cisos de luiinitis chuica por ano en vacas (Hillcrton et al, IW2)) El método usado, 

basado en la ainphficactón por PCR de una parte del gen de la subunidad 23S dei ARNr 

«seguido de hrt)ridación con pruebas de obgonucleótidos específicos, proporcionó un método 

inequívoco de diferenciación de biow es dentro de la especie S. ubctis y de esa especie 

respecto a otros estreptococos mannticos. lo que facilita b  investigación epidemiológica de 

estas especies, en especial el papel preciso jugado por S. uberis en la mamitis bo\ ina

Se ha utilizado un método de PCR basjido en el mapa de ADN para identificar especies 

de estreptococos y coterococos aislados de leche bovina (Jayarao and OlKer. 1^4) 1:1 

examen de los modelos de secuencias de ADN reveló que cada especie evaluada poseía un 

único perfil de secuenciación Se desanoUó un esqucnu sencillo de identificación basado en U 

aparii'itm de fragmenK's primarios y secúndanos de ADN para cada especie, t i  ensayo de 

P( R fue simple de reali/ar. fiable > reproducible Concluían que los patogenos de mamitis 

pueden identificarse usando es!e método. > la técnica tiene el potencial de constituir una 

ahcmatKa a la caracterí/acion fenotipica en la identificación de los patógenos mamíticos

OTROS MI TOLK)S DI DIAGNOSTICO DI MAMIi IS relacionados con el control 

niciobiológico de la flora de la teche aprovechan el rápido avance en automatización en los 

bboratorios de b industria láctea Así tenemos el método de recuento Pl. técnica HGMF, 

técnica del Petrifilm, técnica de fihro epifluorescente directo (D tr f ) .  n)étodos basados en la 

cuantificación del ATP bacteriano, v test de lisado amcbo^;ito de límulus

OTRO DF LOS SISTEMAS DIAGNOSTICOS l^NfVFRSAI FS para la detección de 

mamitis es el SCC. Fs una prueba que se realii:a sobre las muestras de leche en tanque de 

mezcla o direc-tarneute de los cuarterones de la ubre Fste te.st se basa en el hecho de que la 

concentración de céhilas en leche se eleva marcadamente al comienzo de la enfermedad.
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partkuliinnente en la fase inflamatoría. debido al paso de PMN de la sangre a la leche, 

pudieodo alcanzarse valores de varios naílones de cehUas por mi de lecbe (Natzke et aL 

1972). Según Millcr y Schutze (1^81), el SCC indKidual por vaca (en los cuaileroues de la 

ubre) esiá influido por el manejo dd rebaña* el estado fisiológko, así como por el tipo de 

mieroorganÍ9mo9 que produce ia infección, pudiendo incluso observarse variaciones en los 

oKeles normales de SCC entre vacas no infectadas Por otro lado, se observo que el SCC está 

influido por la estactóa dd aio« d  estadio de lactación y U edad dd animal, bo i ̂ 8^ 

otros investigadores ha» obtenido conclusiones similares, exphcando factores de corrección 

respecto del n'' dtr partos y estadio de lactación para conipara*  ̂valores de SCC individuales y 

facilitar !a interpretación de los mismos como diagnóstico de la mamitis (Vecht et al. 198*)). 

Se consderan también como factores de Diversión, la producción lechera diaria, la hora de 

la toma de muestra y la raza dd animal (Brolund, 1985) Así pues, el valor critico de SCC 

es difícil de estimar. í Ü y.>lapamtento de m  disinbuciones del togaritnK) decimal de SCC de 

las vacas infectadas no permite establecer un umbral de discriminación estadísticamente seguro 

(Andiews et al 1983) No obstante, han defsiido el umbral límite de 250.000 célmJ como 

indicativo de animales no inf<N:tados. Se consideran normales los SCC con menos de 

300.000 celmi, con un 10>12% de neutrófilos. mientras que se catalogan como mamitico^ 

SCC con mas de 500.000 cdm l y más de un 20% de n^trófilos (Tola y C abeli, 1985) 

Resultados simiNres han sido obtenidos por Mielke (1989). Por otro lado, el uso del SCC 

como método de diagnóstico presenta problemas adicionales de interpretación (trabajos 

reahzadcs por Schahn et al 1971 y 1976; Poultrel et Lerondelle. 1978). Tomando como 

estándar el recuento de leucitos. el CMT es el más cfectKo de los métodos hidirectos (Karoiev 

and Dholakia, 1984).



Para realizar d  SCC de fonna automatizada, se emplea el Couhei y el Fossomatic. tn  

ambos casos, es necesario, ana vez calibrado ínicialmente e! aparato, controlar sistemática y 

períódicamcnle la exactitud de los resultados obtenidos por medio de su comparación con el 

recuento microscópico directo o mejor mediante estándares de leche con SCC conocidos

El método Couher funciona como sigue: las células somatics son consideradas 

partículas que pueden contarse con un contador electrónico después de haber establecido un 

nK el umbral míerírir y haberse eliminado el solapamiento de Us partículas de grasa dcl mismo 

rango de tamaños que las células Solamerte se cuentan aquellos impulsos por encima del 

nKel umbral. Se pennita la lectura dirvxta del n** de SCC en miles de células por mi de leche 

Se requiere una preparación pievia de bs muestras de leche, que se reali/a lijando las células 

somáticas antes de la incubación con el reactKo Somaton I41 capacidad del recuento es de 

hasta 2 10 muestras por hora< Magariños et al. I ̂ 84)

Iji relación entre SCC en leche de tanque de mezcJa <BTSCC) > la situación real de 

tiuintitis ai un rebano lechero es bastante pobre, especialmerite ^  grandes rebaños (Jaans\eld 

et a¡. 1^83). La mtroducción de los equipos automatizados de SCC ha aumentado la 

importancia del BTSC’C como indicador de mamitis También tiene otros usos, comí» medir el 

aspecto de la calidad de la teche y analizar los nu'^delos de mamitis dentro del rebaño. Lx)s 

modelos de mamitis en un rebaño pueden analizarse monitoriundo los cambios en el SC C' 

de la leche de mezcla por el estadio y n*" de lactación.

F.s un hecho bien establecido que el SCC varía entre fracciones (De Vries, IQ‘̂ 6. 

Sysrtad&Ron, l<)8la). La leche total de la ubre refleja una mezxia proporcional de la leche 

total de las 24 horar. de los diferentes cuarterones. I^s muestran de la primera leche de! 

cuitrteró& reflgan el SCC de la facción de leche total producida desde el último ordeño.



La varíaciófi celular está afectada por causas bacterianas o ambientales (Brohind, 

l<)85). Cuando se ulüúran los SCC de UTM para la nionítorizacióc regular del estatus 

sanitario de la ubre, es necesario el conocimiento de estas causas para la cotiecta 

interpretación de los datos de SCC.

información lelatKa a la presencia ae bacterias patógenas y el SCC se usa como 

diagnóstico de la mamitis suhcltnica sobre una base o referencia del cuarterón. Son 

recomendados valores umbral de 500.000 célula!  ̂mi por la [DF( Federación Imemaciona! de 

l^echería) Los valoic» facilitan el análisis interpretativo.

Existe la necesidad de hacer depender los ujiibrales elegidos para el SCC del estatus 

sanitario de la población (Poutrel&Rainard, 1^82; Sheldrake et aL 1^83a) L¿ variación sana 

en los SCC estaría así clasificada sobre la ba.se de los daion bacteriológicos y no se relacionaría 

con la hinción de la glandula mamaiia.

Las SCC individualizadas por vaca mensuales no identifican correctamente infecciiwes 

clínicas de corta duración (Serie> s. 1̂ )8 )̂

En 1984 se determinaron el BTSCC por el método del Mscosímetro y el recuento 

celular microscópico directo (Magariños et aL W84). Sus resultados indicaron que el SCC 

medio se reducía claramente con la disminución de U temperatura, particulanuente despues de 

tener la nuestra 48 horas a 4T .

El SCC en una muestra de leche cruda fresca o refrigerada dada, depende en gran 

medida del estado imnunitario de la ubre de la vaca.

Existen una serie de mecanismos pasivos de defensa de la ubre trente a la infección 

(Paape et a!, I*í85) (Hamo.! 1980; Janicki and Bahikiewicz, 1980; Madsen et aL 1987).
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El mccinismo actKo ñus importatite de defensa contra la infección y por ende la 

mamitis por parte de la vaca es la fagocitosis de los patógenos mediada por PMN y 

macrófages (Pouirel, 1983- Craven and Wi3iams, 1^85; Rainard et aL 1988). siendo los 

macrófagos los mas abundantes en leche, y por lo tanto en el SCC, de vacas sanas, y los PMN 

en la leche de las vacas manctica >.

Se han realizado numerosos ensayo*i para aunientar el n° de células fagocrtaríss en la 

ubr*? (inmuiioestimulación) (Craveo and Hill l9Xb. Huston and Heald. 1983: Kerhli ct al 

1989; Nickerson et a l !9S8: Owens and Nickerson. 1989b; Paape et al I^SS) Se han 

utilizado también v acunas incspecííicas que contienen patógei^os secundarios para prevenir las 

IMIs ocasionados por patógenos print.-^ales (Ovvcns and Nickerson. l^H^a: Woodvvard et al. 

1988)

l a comprensión de los mevanisTH>s de defensa especifica de ia ubre quí están basados 

&i factores humorales y celulares se ha incrementado marcadai?Knte en los uhimos ^,os 

(Coldit/ and Watsoo. 198?. Craven and Wiiliam.s. 198?, lohuis el al I9‘M). Park ci a l W 2; 

Persson et al. \ ^ 2 .  Rainard and Boulard. 19Q2)

Et eximen de la actKidad hincionat de tos PMN. el tipo predominante, ha mostrado 

que su aciKidad fagocttica y bactericida disminuye a !o largo del período seco y el previo at 

parto y durante la infección, asi como se produce una reacción concomitante en la respuesta 

probfeiatKa de imfocitos T a los actKidores policlonales y los patógenos durante estos 

penodc:^. i^ s  mecanismos que mkten la disminución de la actividad fimcional de los ieucochos 

en las secreciones mamarias y la lelacióu con el aumento de L susceptibilidad a las IMI 

todavía se desconoce. Ia)s resuhados de algunos estudios muestran que los linfocitos T 

actK idos estarán presetites en todos los estadios del ciclo de lactación de la v aca en ia leche y
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Ití
rq)ie*ícnian uua clcvida pruporctfNi de lo)i lÍDfocitOü totaic« cutodo m; iticrcntcfif? U mcídcticia 

de b  mfecctóti, fo que podna ju/|[arse com» que dcficmpetlan un papel üignífhjatKo en la 

regulacioit de la re«pue«iia tniiiunc a tos paio^cno> en la ^Undula mamaria (Pari cf al 1 ^ 2 )

f n cuanto a tos f*MW, la efectRídad de su ai^cimi inniunita ia depende de la pnnititud v 

magnitud de ia lesfMiesia migratoria y «ai aaK tdad tagocilica y bactericida (( ra\en and 

Wiltianu Hill, 1*̂81, Hilí et at. I^K4: Paape eí at, l*̂ 7«) \n  i^tiponancia de la raptda

ifñgración de tos PMN cii el lumen de la füandula mamaria para la clmñnacion de infecí ii'nt 

ha sido c'4ahkcida

f*n relación von ct papel de la respuesta inmune huírMFrat se cita L función de las Igs. 

la lactoferrina y tos factore-, del complemento en el priíceso inflanutorio derrvado de una IMI. 

con propiedades anfihac ferian as (por ops4Mii/acion y neut rali/ación) (Perssim ti at I^W2. 

Rainard Î ^Híi. Rainard et Boulard I***í2). así cofi«) mducen quimiotaxis de l<»s PMN v 

pronM>cionan ia fagocitosis (Banks atid frauter. ( ’heu el al. I‘>*̂ 1. Norcross, l‘W |) Se

ha podido medir la actividad fagocitica de los I^ IN  frente a patc^gcnos tales cotru> S. aurcu«, 

por medio de iin encavo de fhi^uiKromo (Anderson et al. i ̂ ^2 ) o microsc(>pta de 

fhiorevoicia (S ox ct al l*>87>

OIRAS n ( NK AS 1)1 í>IA(fNOSII( C) CM MAMfMS ya citadas c-n ia 

literatura son la nirdirión de Is ciHiccnfración dr lactoiM (Rrnnrr, d  incrcmriitn dr

la roBcriitrarióo dr domrot (Scedcr, d  eaiudio de la roiidurtt% idad déetrica dr

U Ictbc (Ichrr y I991V), Ia cuncrnlracióo de en/imai lácttrm Ulr* como

cfiUiaM (Sharahi r( al* l*^K  NA<9»i4 < Kjijirtiiirfi and .leasm, I9A8), rotfat«»aii, 

UcUtMÍcahidrot(riiaftji« ... (kitcKeii et al, Njaunja and lunke, I9K9; Bal! ct al, 

19S9; %li(tiia '»iid Frofti» C'ooiior aad Kckmali, 1 ^ ) .  No 4ih^an(e c«mivíci»c tener



en cucnu que en este tipo de críteríos iridicadores de intiratis los nKeles eo2Ín?iticos pueden 

cambiar en la gUndiUa mamaria en función del estado dd animal y que alguna» de estas 

proteínas qercen un efecto indirecto sobre el nKel de la infección (Smith anü Schsubacher. 

IQ79; Saufl el aL 1977; Korhonen. 1980. Criiven and Williams, 1985: Nickerson. 1985) Se 

propuso el estudio del nKel de NACiasa por cuarterón como ensayo para el estudio de \á 

inflamación mamhica post-terapeúiica con antibióticos (Pvorala. |988).

Ante Ig s  problemas de interpretación que presentaban esos diagnósticos, ia IDF 

recomendó utili/ar habitualmente para la dete>:c¡ón de mamitis subclmica una combinación de 

métodos bactenok)gico^> y una prueba para resebr la respuesta inflamatoria Los indicadores 

de mamitis mdirectos már> comunmente usado> son ia medición de la ctmductKidad eléctrica \ 

b  de la concentración de NACiasa

t i  valor predictho ue un test positi\o de conductKidad eléctrica peimanece bajo en un 

nivel de baja prevaicncia en Í2 población (rebaño), con 4na sendbilidad global del y una 

especificidad, también global del 94®e (Nielen et aL W 2) Las medidas de conductKidad 

electrice on-line se haii introducido recientemente (Maatjc el al (19^2). con el objetivo de 

ayudar a monitorizar la salud de la ubre en un rebaño lechero, conductKidad tipica de ia 

leche normal está entre 4 y 5.5 núbSiemens, cm a 25X v la disttibución de las medidas es 

normalmente logarítmica. Fsta determinada por 'i  concentracioiies de aniones (principalmente 

cloruros) y cationes (sodio y pota.sio principalmente) Ias concentraciones de ión potasio (K*) 

disminuyen y se incrementan bs de ión cloruro (CI ) e ión sodio (Na") en la mamitis La 

concentración de iones sn b  leche mimitica cambia debido al increnxmto en b  permeabilidad 

de los capibres sanguíneos, b destrucción de las váKubs de control de fhijo y de los sistemas 

de transporte actKo de iones. La conccntración alterada de sodio, potasio y cloruros produce
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el mcremcnio de la conductKidid sin cambios en ia presión osmótica. Para distmguir entre 

Icc'he normal y mamhica usando U conductKidad elccnrica. se han investigado vano» inetodos 

Se tttilizji d  índice entre cuarterones de la ubre (IQR) para marcar las diferencias de 

conductKidad enire cuarterones y que podría señalar la existencia de mamitis en un cuarterón 

en particui^r. Se han propuesto variaciones en el ¡QR y una rcdctinición para mejorar los 

anahsis estadísticos del lnî 2no: además del K)R se han usado umbrales para valorar la 

diferencia entre el cuarterón con \a!or más ele\ado y con más bajo Parece que la combinación 

del valor absohito y el IQR. sm usar umbrales. ci ^  tratamiento estadístico de un análisis de 

regresión logística proporciona el mejor modelo.

bn general. Ion infonries sobre la utihdad de la conductividad para detectar mamitis 

ofrecen resultados contradictorios l'na de Us grandes diferencias obtenidas en esos estudios 

era la deñnicion de \ acas sanas y enfermas (estándar ideal) que se usaba en ia investigación de 

la conductKidad 1^ baja >ensibibdad de este criteno de diagnóstico de la mamitis podría estar 

causada por el uso de un estandar ideal "incorrecto” mas que por el uso de la conducnKidad en 

sí para detectar poótivos a mamitis l>a conductKidad sera mqor para detectar negatKos que 

el e^ándar ideal

La definición de este estándarty que inchiye SC'C, C'MT, cuhKo bacteriológico, solos 

o en combfflacHón: anahsis de la smtomatologia chnict y^o conductKidad y concentración de 

laaosa en leche) para la mamitis subclinica no representa un estándar perfecto, debido i  que 

se recomiendan medidas repetidas y combinación de tests. Quizá deba íticluir también la 

producción lácte? que se ve afectada por la mamitis. Debido a que la conductKidad esta 

relacionada con el dado ai epitelio corpporaL esto podría proporcionar una definición más 

eficaz de mamitis subchnicx. Se ha encontrado que la pérdida de producción está
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coirdicionAda con la conductívidad.

E! uso de la conductividad como un sistenu de biv'zstigación o diagnóstico dependerá 

no solo de h sensibilidad y la especificidad sino también de la prevaiencia de mamitis

lina ventuja de los sistemas on line es que es posible una investigación pdu aveíieuar 

la ausencia presencia de mamitis subclínica después de cada ordesio. Los sistemab on linc 

podnan alcanzar una aha sensibilidad para mamitis subchnica o usarse para la detección 

precoz de la mamitis cijiica. dependiendo de la secuencia de hechos en mamitis Cuando se 

use la conducti\idad como primer test de selección, podn'an usarse otros datos del sistema on 

bne subsiguieniemcnte para encontrar v^cas anormales en la población positKa según la 

conductixidad

Algunos in\ estigadores e\ahuron la comparación intercuarterón de dK ersos 

indicadorts de mamitis subclínica. abarcando la NACiasa y la conduct*\ idad entre otras (iensen 

and Knudsen. 1^1) Filos observaron que los diagnósticos d; mamitis basados en las 

muestras de leche de cuarterón recogidas cada vez estarán influidas solo levemente por la 

variación biológica al azar, y que las mi.smas diferencias relativas que existen en los nK eles de 

los indicadores entre los 4 cuarterones de una vaca se rev elarán independientemente de! día de 

muestreo. Las correlaciones de los cociente^j entre los indicadores reflejan con más precisión 

las relaciones reales intercuarterón de diagnostico de los dK crsos indicadores

Iji presencia de NAGasa en leche de vaca ha recibido una particular atención debido a 

la intima relación entre la actKidad de esa en/ima en leche y e! SCC en esa niisma leche 

durante la lactación (Kitchen et al 1980; Kaartinen and Jensen. 1988) La actividad de la 

NAGasa de bs secreciones mamarias se mcrementa durante la IMl (Kitchen et al. 1980) y 

durante la invohición mamaria (Timms&Schuhz, |985) y declina rápidamente después del
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parto y es bija en leche de vacas no infectadas

Se determnió la relacióo entre la concentración de NACiasa en leche y et estado de 

inífcción de los cuarterones de la ubre Aunque los vak>r«;s de NAGssa diferían entre los 

cuarterones infectados o no. Us diferencias eran solo significativas entre aquellos mfectados 

con St agalactiae y otros estreptococos No se encontraron valores base de NAGasa que 

permitiesei! clasificar el estado de mfección de mas del 65% de los '.uarterones K1 test de 

NAGasa dic solo resuhados fiables para los cuarterones infectados crónicamente con S. 

agalactiae y reíkjó ei daño cau.^do en el epitelio secretor (C orbellini el al. Tí87).

F1 ensayo para NAGasa reah/ado por Bemirig el al (1^93) fue e^cialmcntc como el 

descrito por Hurley and Cirieve en 1987. l a concentración media de la actividad de la enzima 

cambió stgnificatK ámente con d  tiempo, disminuyendo durante la prímera semana de lactación 

y permaneció constante a lo largo dei re^o de la lactación l a actividad de la NAGasa en 

leche de vaca estaba ahamente relacionada con los SCC en leche íCallieri et al. 1987). 

habiéndose propuesto como test de diagnóstico para estimar el SCC en leche y jl daño tisular 

mamarío retAihante de la inflamación (Kkchen et al 1980) l os resuhados de este estudio 

sugieren que el uso de la acihidad de la NAGasa como indicador de mamitis debe tener en 

cuenta el rápido declive en la actividad en/imitica que se produce durante ios prímeros dias 

post-parto y que coincide con el periodo de máxima susceptibilidad a una iMI (Me 

Donald&Mc Donald. 1975)

Se examinaron las trinsformaciones ahemathas de la NAGasa para mejoiar su eficacia 

en el diagnóstico de la mamitis (Beraing et al 1993). Se mejoró su sensibilidad con una 

distribución de fi^ecuencias de Gauss y varíanzas de subclases uniforincs. El anáhsis de 

U’ansformación de la NAGasa se describió de acuerdo con Box y Cox (1964) y .se aplicó el
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SCC según Aii&Shook ( Í980). El snátisis de los datos se hizo por el procedimiento SAS de 

níKKielos lineales (1900). Los principales resuhados de este estudio son la constatación de la 

dist7ibución de trecuenci^s extremadamente sesgada en la acnHídad de !a NAGasa en leche, lo 

que requiere una traiisfofmación loganiinica antes del análisis estadístico y que se mostró 

como ahamente efecnKa oomo indicador de mamitis* y la vahdación de hipótesis 

Otros indicadores de manntis con base fisicoquímica crtados en la Iheratura son la 

determinación de sodio y potasio en leche y se relación con la SCC para i?ionitorización de 

mamhis subclínica El sodio era el parámetro más esirechainente rebcionado con el SCC y se 

recomendaba para usar en programas de investigación de mamrtis (Corbellini et al. 1984)
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ANEXO I: ANAIJSIS DE COSTE DE LA MAMITIS Y SI' PREVENCION EN REBAÑOS 

LECHEROS

Muchos nivestigadores han estimado el coste de los efectos clínicos y subclínicos de !a 

nuimitis (Blosser, Í979; Jasper et aL *982. Janzen, 1970) mientras que otros se han dedicado 

principalmente solo a los efectos clínicos de la ¿namitiN (Miller and Sem. 1990) La> 

diferencias citadas en los coste> de componentes de !a mamrtis pueden explicarse, en pane, 

por la diversidad de métodos de estima y de enfoque Se intentaron estimar los costes de los 

componentes de la prevención de la mamhis; de la mamitis por año vaca para todos ios casos 

clínicos, tipo de organismo e mff*cciones mixtas: de los componentes de un episodio clínico de 

mamitis global y la incidencia de la mamitii« clínica por tipo de organismo y por infecciones 

mixtas: también valoraron el tamaño del rebaño sobre ios costes de los componentes (Müler et 

al. í9<)3)
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En los costes de prevención incluyeron bs categorías de trabajo del ganadero, 

productos prc\entK'0s y servicios veterinarios. Las estimas át categoría de coste de 

componente para mamitis chnica fueron por vacas nmertas. destrucción del cádaver, vacas 

llevadas al matadero (transporte), servicios y productos veterLiaríos, trabajo del ganadero y 

pérdida de leche. Los métodos para estimar los costes anuales por vaca-año de una muestra ya 

se utih/aron en estudios previo> (Milier and Dern. IOQO)

I.a prevención de la nuimitis con.stituyo el 48% de los costes referidos a la prev ención 

de todas tas enfermedades b o v ^ s  íji mamitis producida por infecciones mixtas fue la más 

costosa sobre la base de vsca>año. suponiendo el 35.5®o de los costes generados a los 

ganaderos por casos cbnicos. seguido por casos de mamitis por E. coli (el 21.3%). por 

estreptococos esculin-po^itKos fprínc^ahnentc S.uberb) (el 6 4**o), por klebsiella spp (el 

5.7®o), estreptococos escuHn-negatKos CAMP negativos (S. dysgalactúie principalmente), 

por Lnterobacter spp (ti 4.8%^ los estafilococos coaguUsa negatKos (el 4. Î o)̂  los 

estafilococos coagulasa po«átKos (el 3*̂ 0), S. agalactiae (el 2.5”o). Baciiius spp (el 1.2%) y 

cultKos negatKos (no aislados) (el 8 6®o) Los costes por vaca-año fueron los más elevados 

por mamitis causadas por E.coli como único patogeno

Ln general, los costes mayores por v aca-año variaron en función del estrato pobíacióii 

del rebaño y del agente eiiológico de la mamitis: no obstante, la mamitis causada por 

microorganismos ambientales fiie la más costosa. Los costes por episodio chnico también 

variaron según el estrato población Los mamitis por estafilococos fueron claramente costosas 

en rebaños grandes, mientras que para rebaños medios fue mucho menor el coste.



El exanKn de la inctdettcta de ininmis chnica reveló que el tipo más común fue de la  ̂

infeccioces mixtas. Los grandes valores obtenidos para los costes de las mamitis producidos 

por tales infecciones sugirieron una subestima de los costes para los patógenos específicos 

índKíduJes de mamitis
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1^ perdida de produccióii láctea se estimó eti un vklor mucho menor al del b5>70% 

sugerido por Blosser (1979) y Jasper et al (1^82). Esta discrepancia sugi.ió que el bajo valor 

de pérdida de producción puede reflejar una subestima de los co^es de la mamitis clínica Se 

requieren estudios de campo cx!ensi\os a gran escala para estimar los costes de ia mamitis 

(Miller and [>em. 1990: Hurd et al, 1991; Kanccne and Hurd. 1990). Es importante reconocer 

que no lodos los costes gravados en los ganaderos debido a ia mamitis clínica M>n prexenibíes 

hay Hmites sobre el beneficio que puede slcan/arse con la prev ención

Iji eficacia-coste del control de mamitis no se discute, pero los datos obtenidos de 

estos estudios habrán de aprovechaise para proyectar los intactos de los episodios clínicos en 

nue\ os programas
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OBJETIVOS:

1) Evihiacióo de la disinbuctófi temporal de los patógenos manmícns tipo y su 

prev alenda.'incidnicia

2) Detección de presuntos estados de infeccioii mamítica subchnica. con absohiia ñahibdad y 

en un penodo breve ae tiempo, mediante el desarrollo de lui kit de diagnóstico por ELISA 

sandwich de captura frente a S. agjibctise. uno de ior: principales patogenos mamiticos, para 

utihif-iHo .-orno técnica de inv estigación en estudios de campo a gran escaía

3) Coir, ración de !a rentabilidad de los dK ersos Esternas de diagnóstico clásicos frente a las 

nuev as herramientas de diagnostico rápido y su ratio esfuerzo inv estigador mqora de la 

fiabibdad hasta presunción absoluta de identifícación del patógeno.

4) Realizar un diseño que permita analizar los datos mediante un anáhás muhivariante de 

factores para resumir la infonnación de una matriz de datos de X variables y reducirla a un 

pequeño grupo de factores A partir de ahí se valorarían las puntuaciones factoriales Los 

favores representan a las variables, con una pérdida mhitma de información Las variables son 

X gérmenes identiñcados, dos medidas Je recuento de céhilas somáticas en leche y la 

determinación de presencia ausencia de enfermedad en las vacas de los establos maestreados



35

M A T E R I A L  V M E T O D O S ;

(  oao los programas de control de mamitis no afectan sino le\emecte el índice de 

maniitb clínica (Urskine et al, 1998; Ho|gan el al, 1989; Schukken et aK 1990) y eiiste 

una amplia variación en dicho índice en rebaños con baja SCC' (Erskine et aU 1988; 

Hogan et al, 1989). fue necesario evaluar los factores de riesĵ o que provocan dichas 

variaciones. Las técnicas epidemiológicas ofrecen injertantes herramientas para estudiar los 

indicadores de rieseo dei rebano lechero (Rotbnian. La identificación de estos

hidicadures en el rebaño contiibuyen a b  fonnula^jion de la patogénesis de mamitis clínica con 

bajos SCC en rebaños y potencian asi las propuestas de mejora de los procrama> de control 

maimtico. i,os datos obtenidos después del análisis bacteriológico se modelan como el índice 

de mamitis por establo.

Los fiictores riesgo e\ahtados fueron;

1) ¿{l manejo general (tamaño del rebaño, raza, tipo de terreno y clima donde está establecida 

ia explotación), tipo de linea de ordeno, gestión de la explotación).

2) Condiciones higiénicas del establo y frecuencHa y procedimientos de desinfección de los 

cubículos del rebaño.

3) T^o de ahmentación de las vacas laclantes y secas.



4) Manqo de toáis las vacas antes y después de la preñez y parto (presencia de matemidad o 

de cuadros de e'^fénnedad. encanie en e! área de reproducción, limpieza y desinfección en el 

área de reproducción, ordeño en dicha área, procedimiento de secado, tratamiento de L vaca 

seca, chequeo» de mamitis en el período seco, de^fección de pez^es, patrón de 

reproducción estacional).

5) Protocolo de ordeño y precauciones con \acas presunlamente mjmiticas respecto a un 

posible contagio a través de la máquina de ordei'ío

bi Datos de producción y BTSCC en el periodo de nmestreo.

T) Historial chnica de las vacas lactantes durante el periodo de muestren
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Metodología de mucstrco:

Se tomaron muestras de leche de tanque de mezcla reingeradas a 4X en dos establos 

seleccionados en ayiintamienios cercanos al Centro de Investigaciones Agrarias de 

Mabegor.do (CIAM) donde se realizó el protocolo experiníental de este trabajo, desde la 

primavera de l«W a b  de 1995. Los establos ñieron denominados LP y LSC. La periodicidad 

de maestreo fue set.ianal y el volumen de muestra 50 mi por establo y día de muestreo.



Otro grupo de variables interrelaciooado con el anterior ftie el que detenninó el control 

de calidad de las practicas de ordedo, como parte prmcipal del seguimiento de! programa de 

control de mamitis establecido.

.\Bálisis de los datos:

De dos tipos. cualitatKo (preparación y descripción de! material smíesís de los dtos y 

aplicación de ios tipos de análisis estadistico (ANOV.\. análisis factorial análisis de 

componentes principales, método de rotación varii!i*ix (para maximizar la varianza de los 

factores, rotando b  matriz factorial (que indica b relación entre los factores y las variables) y 

ast mejorar la interpretación de los datos)) y cuantitati\o (ligado a las hipótesis de trabajo).

Se creó una base de datos con un directorio MAMITIS. F1 íratamiento de los dalos y 

los gráficos correspondientes a índices de pre\aknda/incidencia por e^ablo y patógeno se 

procesaron con la hoja de calculo EiXCFL.

El análisis estadístico se realizó con un modelo de análisis factorial muhi\ ariaiite. con 

el recuento celular total y pico de los establos LP y LSC y los patógenos mamíticos 

identificados. En el análisis factorial y de componentes principales se empleó el método 

varimax El piocesamiento de la información se realizo con un paquete SPSS, l^s 

puntuaciones factoriales se utilizaron corno predictores en un análisis de regresión múhipie. 

Como \ariable dependiente se seleccionaron los patógenos manuticos identificados, 

combinándolos con las variables independientes par? desarrollar una predicción del estatus 

sanitario de las vacas.
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ProccsimieBto de Us miiestras y técnicai de análiiis:

F.l protocolo Je trabajo seguido en el análisis de las muestras siguió el método 

estandarizado eti el CIAM, incrementando \ olumen de inoculo y con enriquecimiento previo 

en medio líquido no seleaivo de ¡as muestras, con incubación durante lA horas a 3TX. psira 

aumentar la recogida de aisiados microbianos en dichas muestras

Las muestra» de leche fueron sená>radas en aKcuotas de 0 5 mi en tubos de caldo 

tripticasa soja (TSB) (Difeo, ML Fstados Unidos) en dihición 110 y se incubaron durante 24 

horas a 37̂ X.' en ambiente aeróbico. Paraletan;enfe se realiró la determinación del BTSCC total 

y diferencial de esa muestra en el contador C ouher, siguiendo el protocolo estándar.

De cada tubo de TSB se tomó un inóculo de 0.1 mJ en asa de siembra y se sembró en 

pla::as Petri de agar triptona soja conteniendo un 5% de sangre de camero estéril (ATSS) y un

0.1% de escuüna (Sigma. M(>. Fstados Unidas) para la identificación de gérmenes Granr. 

posrtiv'os (cocos y bacilos). Otro inóculo de 0 .1 mi se sen^ró en placas de agar McConkey 

para el aislamiento de géniienes Gram negatKos (principabnente bacilos). Ambas placas (dos 

por muestra) se incubaron aeróbtcamente a 37X durante 24 hor^s colonias aisladas en 

primoculúvo fueron exammadas para su diferenciación, primero con la tinción de Gram y



luego con ob^üervacióii microscópici para características morfoiógkas del germen, l^ s  jocos 

Gram poátKo< así Hientiñcados fueron sometidos a las prueban de la catalasa (kh de 

detenii!iiactó& de fai cataiasa de Diomeneux. Francia) para divisióc en dos grandes grupos; 

estafilococos y estreptococos <k>s estafilococos so« catalasa positivos > los estrepíocr^zos 

catalasa negativos). Los estafilococos a su vez meron dKerenctados a su vez de los 

micrccocos por ¡a prueba de ia oxidasa (los núcrococos son oxidasa positKos) por ser los que 

poseen inipimriicia q)idemiologica en la mamitis i x>s estafilococos tan^ién se sometieron a 

la prueba de la coaguUsa (test en tubo cor suero de con EDTA' los coagulasa

positKos tonnan un coágulo o clot a las pocas horas de inoculados en el tubo con el 

suero), para diferenciarlos en coagulasa negatKos y positKos

Los cocos Gram poséK os ya difi?renciadcs se resembraron, por siembra en estría, en 

placas con medios sólidos selevtKos (para estafilococos se utilizaron el BP (Baird-Parker 

médium (Pronadisa» y el agar rojo fenol martitoi con C1 Na (al 6.5%); para estreptococos se 

utilizaron el medio agar büis escubua (BEA) (Difeo), agar ejtreptococcus K-F (i^onadisa), 

medio Slaoetz y Bartiey (D*íco), medio Ciraoada (según formulación descrita por De !a Rosa 

et t i  1<><̂4), medio SMA (Wilson and Jeffrey, 1^87) y d  caWo Todd-Hevvitl (BBL).

Los bacilos Csram negatK os. principalmente cobformes. se re'^nnbraron en agar l  evine 

y agar glucosa bilis rojo violeta, como medios sóbdos selectKos. Con medios bquidos 

diferenciales (como el £C (E cob) médium) y la v aloración de la prueba del indol se mvestigó 

presencia de E. coh. También se valoraron la itiotibdad. h  utilización del citrato (medio 

citrato de Simons) y la «ctKidad de l£ ureasa, así como reacción a dKersos azúcares y 

detección de producción de ácido sulfhídrico con el medio TSL

Las colonias aisladas en medios selectKos hieron identificadas a partir de la
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vancterizadóo bioquimiai (bkn coe pruebas seleccK&s; produccióii de pigmeoio, utihzacián 

macróbioi de la glucosa, patrón hemobtico sobre agar sangre (para los estafilococos 

coagulasa poshKos y estreptococos), stc, o bies con sistemas irmiaturizados (API system)

D esgjo^do por grupos de gennenes. los estafilococos coagulasa posHKos se 

identificaron a partir de aislamiento principaimente en medio BP. con características culturales 

típicas reacdcn poski\a al tesí de Im coagulasa, y caracnerizactón por el API STAPH. So¡o se 

identificó una especie de interés. S. avreus.

Los estafilococos voagulasa negatKos se identificaron a partir de aislamiento en nedio 

BP. ^  patrón hemolitico ek> ügar >angre (gamma hemoHticos). reacción negatKa al test de )a 

coagulasa. y varacteri/üció» por el API STAPfl Se identificaron dos especies de interés en la 

mamitis S. epidenvidú y S. lyItMiis.

lx>s estreptococos se identificaroo por ia pruebs de C AMP, hidrobsts o no Jel lüpurato 

y de la escuHna. patrón hemolitico en agar sangre y confimMción por el API 20 r.TREP. Se 

identificaron una est^ecie de patógeno prñtcipal o contagioso. S. dyff^alictijic. > \arias 

especies de patógenos amhientale^» (Eotcrococctt^ faecsiís, fl. faeciuia, S. bovis y S. 

acidominioius). Otra especie caracterizada pero conio flora normal de la ubre fue L. lactis. 

Iji caracterización seroiógica de b s  estreptococos se realizó con e* kit Sbdex Strepro kk 2. de 

Biomeríeux para agrupación de las diferentes especies en grupos serológicos de l.ancefield F1 

kit es un test de azhxtinac'ión en látex en pona, estableciendo pre\iamente la eficacia de! 

método. Los e^reptococos fueron testados colocando I gota de reactKo de látex de los 

gnipos serologicos A.B.C.D.E y G en un porta. me7c¡ándok> con el inóculo de 1-2 colonias 

extraídas de un cuhKo puro ái cada una de las cepas cxaminadaik. Se consideró negatK o el 

test a un grupo dado si no había aglutinación passdo un tiempo razonable
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Algunos aislados de estafilococos fueron confirmados medUnte un sistema siraiUr, el 

Slidex Siaph kk 2.

Para U caracierizaciÓD por el sistema API 20 STREP y API STAPH. se siguió d  

protocolo marccdo por d  tabricaute. y los perfiles nunK^ncos obteridos a partir de la 

conclusión de positKo negatixo de la lecr^ra d t las reaccicof^s enzimáticas obtenidas después 

de incubación de la galena del API a 3“̂ '  durante 24 horas ( API STAPH) o a 4 horas 

(presunti\a)-24 hoíasiconíirmathaX.API 20 STRFP) fueron comparados con la base de ¿aios 

existente Para Sos estafilococos re ensayaron Us siguietites reaccitmes bioquinúcas 

feímcntación de glucosa, fhictcsa. mañosa, maltosa, laaosa. frehalo^a. manitol. xybtoL 

mehl’fiosa. rafinosa. vilosa. sacarosa, alfa mctil ghicosido y N-acetil ghicosamina. reducccion 

de nitratos, hidróhsis de la arginina y la urea. £cti\i(*ad de la t'osfatasa y formación de acetoína 

del piruvato (reacción del VP). reacción de la oxidasa y reacción a la LSTR.

Para los estreptococos las reacciones bioquimicas ensayadas fueron reacción de VP. 

hidróhsis del hiprrato y de U esciJina. producción de B>ghicosidasa. PYR. alfa-galactosidasa. 

B-ghicuronidasa. B-galaaosidasa, fosiatasa alcalina, leucina arviamidasa. hidrólisis de la 

arginina. y utilización de la ríbi>sa. L-arabinosa. manitol sorbitol. laaosa. trchalosa. mulina. 

rafinos?. ahredón y glicógeoo. La hcmóHsis .se determinó sobre agar .^angre. El test de CAMP 

se reabzó segím lo establecido por Brown et al (1^81 >. Todos tos tests que no supusieron la 

identificación especifica fiicron objeto de una segunda lectura despues de otras 24 hor>is de 

incubación y se sometieroQ también al análisis con el sistema API ZYM para confirmación de! 

uso de carbohidratos.
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Los bsciios Gram oegüiv'os se identilicari^n de fonnt análoga a la de lo» cocos y 

cocobacílcs Gram poskKos. Los aislados en pránocultívo en agar McCookey fueron 

identificados por caracterizacÍGn bioquimica (sistemas API 20E y API 20NE). Se tomaron 1-2 

colonias de cad« placa bien aisladas y se preparó un inócu«o en agu» destilada qve fue 

inoculado en la galena dd API siguiendo las instrucciones dei fabricante. Los aislados se 

sometieron a las siguientes reacciones bioquimicas 3-galactosidasa. hidrólids de ia arginina 

(ADH). de la bsina (LDH). y la omitina (ODHK la utib^^cion dei ci*jato. reacción de la 

ureasa. la formación de ácido sulfhídrico y la detección de la presencia de triptófano 

desanúnasa. la pruet>a del indoL la reacción de VF. la gelibiosa. !« fermentación de ia glucosa, 

d  manñol ei inositoL d  sorbitol. ia rbamnosa. ia sacarosa, b nv:lihiosa. la anngdaHna. la 

arabtnosa y el resultado del test de ia oxidasa CLardo los perfiles numéricos obtenidos 

después de la lectura y compai ación de la base de datos, de modo análogo a los otros sistemas 

APL fueron determinantes de identificación especifica, se complementó ésta con d  ensayo de 

la reducción de nitritcs. d  test de movilidad y la reacción de oxidación, fermentación en medio 

(>F

La presencia de otros bacilos (corínebacterias. .) se estimó por el siguiente método; 

identificación de la morfología coloni t̂! por microscopía (presencia ausencia de esporas, 

forma, tamaño y disposición del bacilo.. .} y observación de bs características culturales, en 

medios solidos L-S (para Lactobadlhis). ATSS y agar Tinsdale (para Corynebacterium). 

medio LfcA (para IJsteria). etc...,; conf^macion de los resukdos de las pruebas de U catalasa y 

oxidasa y dd ambiente de cuJtKo (anaerobio estricto, anaerobio facultativo o aerobio) Para 

los bacilos Gram negatKos no penenecieotes a las enterobacteriaceas. como Aeromonas y 

V3)rio. aislamienio en medios específicos (medio TCBS y medio Aeromonas (Oxoid)) y
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coDÍiniiadóa hioquíimca por d  API 20NE.

La posbk presencia de hongos dd gno Candida se valoró por la observ ación de los 

caracteres inorfológicos por necroscopia y características de cultivo en el medio selectivo 

OG\E

El anahsis microbtologico penratM) detecta^ la posible presencia de IMl a partir de las 

noestras de leche cruda reíngerada tomadas de! tanque, siguiendo un esquema d^ 4 

categorías' i \  maestra líbre de patój;eaos mamíftcos principales; b) presncia de ! 

p^itó^eno principal en c^lti^o puro (S. aureus/St. agalactiae); c) presencia de arnbo^ 

tipos de pató^eaos principales: d) presencia de una infección m iita. 1.a todas las 

categorías se parte dei aaálisis dv al meno^ dos muestras de iecke consecutivas dd 

taaqur donde se bebiesen ideatifKado claramente alf^ún patóy;eno presente 

ocasionalmente en una IMl bovina por referencia.

EL RECUENTO DE SCC se realizó  ̂ nivel !d tanque (BTSCC) para todas las 

muestras tomadas de aiwos establos y se comparó con los registros de BTSCC de otro 

establo (FM) que sirvió como control positivo, y los registros de un laboratorio de referencia 

obtenidos en el mismo penodo. Los HTSC'C fueron determinados utUi/ando un Couher 

Counter (Couher Ltd. Inglaterra), estableciendo como valor umbral límhe de ausencia de IMl 

los 50ü.(X)0 cdulas por mí. Se obtuvieron las medias geométrica y aritmética y se realizó la 

transformación logarítmica en b a^  10 y se valoró con uií test ANOVA

EL ELISA. Se utihzó la técnica exphcitaniente para detección de antigenos de S. 

agiljKtijic en h u tt  de tanque de aaezcla de un establo. El método ELISA ñie eseociahnente 

similar ai desarrollado per Rainard et al (1991) y Zorah ct al (1993) adaptado al pre&eaie 

estudio.
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confinnación b^uim ica por d  API 20NE

La posible presencia de bongos del gno Candida se v aloró por la observ ación de los 

caracteres nsorfotógicos por microscopia y características de cuhKo en ei medio sclectKo 

OGYt

El análisis micrcbiológico permitió detectar la posible presencia de IMI a partir de las 

muestra*̂  de leche cruda rethgerada tomadas del tanque, siguiendo un esquem;*. de 4 

categorías a ) muestra libre de pató);eno9 mamíticos principales; b) presscia de 1 

pató^eoo principal n cultivo paro (S, aureos/St. agalactiae); c) presencij df ambos 

tipos de patógenos principales; d) presencia de una infección mixta. En todas las 

catf{*orfas se parte dei análisis de al meno^ dos muestras de leche consecutivas dd 

tanque donde se iiubiesen identifKJido claramente aisún patófjeno presente 

ocasionalmente en una IMl bovina por referencia.

EL RECUENTO DE SCC se realizó a aivd dd tanque (B ISC O  para tenias las 

muestras tomadas de ambos Pablos y se comparó con los registros de BTSCC df otro 

csublo (FM) que sirvió como control positivo, y los registros de un laboratorio de referencia 

obtenidos en ei mismo período Les BTSCC fueron de*erminados utilizando ur Couher 

Counter (Couher Ltd. Inglaterra), estableciendo como valor umbral hmite de ausencia de IMI 

los 500.0(Xy cdulas por mi Se obtuvieron tas medias geométrica y aritmética y se reahzo la 

transformación logarítmica en ba.se 10 y se valoró con un test ANOVA.

EL ELISA. Se utilizó la técnica exphcitamtaite para detección de antígenos de S. 

agaUctiac eo leche de tinque de mezcla de un esublo El método ELISA fiie esenciabnente 

smilar al desarrollado por Rjinan^ et al (1991) y Zotah et «I (1993) adaptado al presente 

estudio.
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Se aislaron cepas naúvas de S. af(iilA€ti«c en nmicsiras de leche del establo 

colaborador establecido como control poskívo. y se compararon respecto a las cepas de 

referencia obtenidas de ía NC FB (National Collection of Food Bacteria, íngiatena) (NCTC 

1348 1521 y !523) y de ia CtCT (Colección Fspanota de CuhKos Tipo. Valencia^ (N CR 

8181, ATCC !3813, MRD ’%1) aislados de casos de mamitis bos^a. y se carzaerizaron 

htoquímicameme con un API 20 S IRi P (para conñrmacion)

Para aislar el aiitigeno principaí responsable de la patogenicidad de S. ij^aiactije en 

casos de IMIS, se utilizaron los cotioc*mienios pre\ios sobre el papel inmunogénico de una 

proteína localizada en la pared celular de la bacteria, denominada proteína X. presente 

frecuentemente en Us cepas Je S a^aUcttar causantes de mamitis bovina > útil en el tip^do de 

es35 ?pas. Se utilizó como antigc*no para obtener un antisuero en vaca scn>]bilizado a dicha 

proteína Dicho ‘̂ ^ero sirvió como suero de referencia para la litubción del EIJSA sandwich 

(mediante un FLISA indirecto)

Para obtener d  antiseno fue nevesario punticaf la pfoteína. proceso que se hi/o como 

sigue Previa lisis enzin'iátic« de la bacteria con hso/ima (según el protocolo de Penlava y 

Saba. I‘)82) y ceniriftigacion (a 3000 g durame 20 minutos) se eliminaron los pellets obtenidos 

por precipitación con sulfato amónico y se decanto el sobrenadante, concentrándolo como 

solución profdc.1 mixta por diihsis frente s PBS (BBF) y posteriormente uhracentritiigando {» 

40.(XK) g durante 10 minutos en una ukracentriíliga BecWman) Se cuantifico el Loncenfrado 

proteico poT el método de Lowiy modificado por Peters*>n. utih/ando BSA (Sigma. MOí 

como estándar proteico con un kit ¿e Sigma Fl com pl^  se purificó a su vez en dos ctipas 

primera, en cromatogsafia de exclusión en gd Sephacfy^ S-300 ^Fliarmacia LKB. Suecia), 

segunda, una cromatografía de arinidad (estudios previos (l^utrou et ai. I9<)i) demostraron
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por SDS-page e immmobicctiag b  estructura de la protesia X. coq una banda principal con 

peM) ntokcuiar de 200 KDa ONmieroa un anticuerpo mmocloaal d  mablUBS. especifico 

de las cepa)̂  de S. afaliKtije que portaban la protema X. a partir de la inmunización con ese 

iQtificuo cíi \ 2cas y el procesamiento del antisuero corre^>oodiebte tn  nuestro estudio, se 

utilizó este anticuerpo, trent; ai ext*̂ acto crudo de la proteina X parciahnente n6cada por 

cromatograíia de evchisión en gel pasado a través de tina coiunnj de aíniidad. acopUlo a la 

matri' protema A-Scphoroiie-í i (Pbamiacia) La cohimna fue lâ  .̂ da con tarnpón 1 5 M 

ghcina-C l Na. con pH 8 \ la íracción íw’̂ ida ehiida con tampón de acido cítrico 0.1 M (pH

3) Se le>eron Us absorvencia^ de la> Ñiiccioncs ohti^idaN a una den-ódad óptica de 280 om. 

en cubeta de cuarzo en un eí^yecnrofoiómetro Beckm an Se caícutó la concentración de la 

protem a X así purificada a partir de !0i abM>r\t*ncia. me*^ijnte la íorm ula A : » - c 1)

^ en d o  I el paso optim o de ia cubeta del espectro aH oinetro e igual a l cm  (l,e> de B cct- 

Lainbert). v 1 2» el coeficiente de extinción molar de la protem a a 2S0  nm  de D O  (densidad 

óptica) y b  concentración de b  prt>teota X

fa  caracterización del antígeno se rcahzó por una SDS'PAGf , tal como fue descrita 

por Laemli ( IVTQ) en un gd de p4>h^rüaniida dd 6% y unción de las proteínas f^ada> coa 

azul Coomassic (>-250 Los pesos mi*leculare'  ̂ fueron estimados usando una cu^va de 

cal^ración construida con b s  siguientes marcadores estándares proteicos (citocTomo c. 

anhidrasa carbónica. BSA, íoslónlasa B. Igli y ntH>sina (presenten en un k.il comercial de 

Sisma)) Se completó d  protocolo con un mmunoblotting realizado según b  técnica de 

Toubin et al (I<í84) y b adaptación de Lautrou et al (1^1). Se \crificaron los blots 

(transferencias) y se bcthziron k» marcadores de p e ^  molecubr. Se reveló el autigeno 

utdizindo una técnica de acopbnnento con anticuerpos primario Og<» bovina) y secundario



- -

(^ isuero  de ratcn anti-bo\iic) cos^igado coo pcroxida» (Sijma, MO), t  mcubasdo en 

tampoD rbS-T, con un 4% de PEG 6000. poslínofcs la\ados r w  TBS y ne\ebicióii con uc 

umpon substrato que utilizó como croioogcoo la diannnobciiTidina

Fl ELISA ussdo para detección df ias cepa^ portadoras de protcúia X x  ba:>ó en b  

técnica doble sandwich descrita por VoRcr et al ( W80) y modificada:

Se lapizaron las placas mtcrotiter de ^  pocilios con fondo ec U (Nunc. Dñumarca). 

prexi-micnte sensitizadas con agJutinina de genrien de trigo (WGA) (Siema. MO). por su 

gran ;<iTnidad per los antigcüos tipo de St. agalactias, con céUilas enteras de S l  agaiactiae 

ínactKadaN por expos^ión a baiio María a bOX, y qu^ se suspend^on en PBS< modificación 

de I>ufbeccoMBBl K se di.^)ensaron en \ohimenes de 100 nHcro^rosrpocilio en bs pbca^ y 

poscerionnenie se bcubaron a 4X durante una noche. Ijis pbcas asi tapizadas se lavaron e 

incubaron durante 30 minutes a 3"^ ' í:on P3S con 0.5% de gebtina (Signia. MO) para 

reducir la adsorción ine^ecifica de proteír is

Después de cada etapa de inc*ibación se bvaron las placas 3 veces con P6S-T (tampón 

de bvado) Se añadien^n 100 rr^'roikros pocilio de suero bovino a testar previamenie dihikio 

! 10 en tampón di dihidón concentrado 2X ^concentración finaJ dd tampón 2X: 200 

microhtros de PBS I0 \  a pH 7.4.4C mi de limerosai al 0.5®o: 10 gr. de 3SA: 2 Jil de Tween 

20; iOO ir^ de r(^o fenol: 2 M de CINa. dihiidos en "̂ bG mi de agua destib<lá. y todo ajustado 

a ph 8) ’ el antisuero de concjo z Ig bovina seoáibiÜzado. Para obtener b  seña! especifica, se 

añadieron 5u nácrobtroi^/pociik} de una susípensica dd tampón de incubació’.i (?BS coii O.v, 

de Tween 20, a pH 7.4) contcnioido c t i  düuctón 1/250 en pUci dd conjugado (compuesto 

por mt anticuerpo mooocloiial anti lg bovina en ratón coi^jgado con fosíktasa aloüma 

(.Sigma  ̂ MO), s^ún protocolo preesUbSfcido) Las plicas se incubaron durante 2 horas a
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tempcriturt tmbúnite y se lavtroo 4 veces coo umpón de lavado 0.1 X (todos los 

coraponentes del tampón 2X dihikios 1/20 en agua defSilada (890 mi) y con timerosal al 0.5% 

(20 mi)) y agua destilada, snadiéndúles 100 microlitro&pocilk} de tarrpón sub<^rato iX (13 gr. 

de ácido cítrico. 28 gr de citrato sódico, 20 mi de timerosal al 0 .5V  i mi de peróxido dt. 

hidrógeno, todo diluido en 1 1. de agua destilada y ajustado a pH^4.8) que contenía diluido 

como cromógeno p-nitrofenil fosfato (pNPT) (concentración l mg.mJ) (Sigma. MO). Ls 

fCACción enzimatica coloreada desarrollada se paro después ó': 30 minutos a i  ambiente con 

50 microbtro^pocilio de sosa 3N. I^ s  resultados se leyeron en un espectrofotómetros 

Trtertek Moltiskan a 3 longitudes de onda (450, 414 y í>20 nm). l a absorvencia a í>20nm se 

midió para corregir las posibles variaciones entre pocilios en la lectura de cada micropbca. 

Todas las muestras fueron procesadas por duplicado y de los \ alores leídos se calculó la media 

y la desviación típica. 1^ absorbancia a 450 um sirvió para calcular los valores de absorbancia 

a 414 nm mayores o iguales a 2 por aproximación, que son los que dieron una señal más tuerte 

en b  placa Los pocilios que recibieron PBS solo en lugar de suero bovino se utilizaron como 

blancos. La media de las absorvencias de las nniestras duplicadas se comparó coo un valor 

predeterminado de cutoff para determinar si la muestra era positi\a al intigeno usado o no. 

Este punco de cutoíf se tomó a una densidad óptica cuya lectura daba 0.227, que era el v^lor 

medio de ELISA niás 3 desviaciones estándar para el n° de muestras anah/ado (con cuhi*«o 

negativo y/o SCC menor de 500.000 cél(ml). Asi, d  99% de las muestras normales (SCC 

menor de 500.000) produjo valores de de&sídad óptica menores a 0.227, cuando se testaron 

por ELISA para detectar d  antigeno aotecitado

La sensibilidad, la esp<iíctficidad y d  ratio de probabilidad se calculó para el cult^o
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nócTobioió^o y el SCC de l«s muestres que fueron testadas por ELISA.
4 )̂

Anilbis estadístico. Tuvo dos partes. I) obtención de datos de medias aritméticas y 

geométficas. asi como desviación y error estándar de l«s SCC en los establos LP y LSC.

2)EÍ ANOVA. el análisis f'aclorial y el análisis de componentes principales (PC ) para un 

modelo de rotación tipo \ arimax, utilizando el test de esfericidad de Barlett y el índice KMO, 

de adecuación de ía muestra, tal como se senaU en las tablas de resultados en el apartado de 

ANEXOS, con los SCC (factores SCCtotales y SCCpico) en ambos e ŝtablos como variable 

cuantitativa y la identiticación de los gv*rmenes presentes en ias muestras de leche como 

V aríable cualnatK a.

El ANOVA se hi/o de acuerdo con el siguiente mt>delo:

Y,Al = l ’  ̂ H r'  A. • B, ♦ C\ * (ABK, * (AC),k - (BC),i * c,,ki, siendo Y = log decimal de SCC, 

IJ = media esperada. H efecto J : rebaño abst>rbido. A.B y C = mfluencia de las clases de 

etapa de lactación, (AB), (AC) y (BC) = interacciones de 2 factores y e = término de error

Para realizar el análisis factorial, se tuvieron en cuenta los siguientes pasos:

1) Se calculó la matriz de correlaciones entre todas las v ariables. a partir de la matriz de datos 

originaos Se examino esa matriz y se calcularon el test de Baitiett y el índice KMO.

2) Extracción de los factores necesarios para representar los datos.

3) Se realizó la rotación de factores con el método v ariir<ax para facilitar su interpretación.

4) Se calcularon las puntuaciones factoriales para cada muestra y que se utili/.aron en análisis 

posteriores
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Los resuhados obtenidos con el anihsis microbiológico y el SCC de Us muestras de los 

establos LSC y LP a lo largo del período de muestreo se chan en la Tabla I. Se han aislado 

numerosos casos de cocos Gram positivos tanto en las muestras de leche de tanque de ambos 

establos como en la leche de las vacas, suponiendo un total de 121 aislados entre los dos 

establos sobre un montante de 67 muestras de leche de tanque (27 en el LSC y 40 en el LP), lo 

que signifca una fuerte pre\ alenda de estos germenes y -.|ue en casi todas las muestras de leche 

se detectaron aislados de dKersas especies. lo que diücuhó la búsqueda dd agente causal 

primario en aquellos casos donde se detectaron SCC tan dexados que se correspondían con 

períodos de IMIs. t os aislados se desglosaron eu cepas de estafilococos, estreptococos, 

colifonnes. corínebacterías y una miscelánea de badlos Gram positKos y negatKos

En los estafilxKOcos predominaron los coagulaba negativos (S. epidermidis y S. 

xytosus (en total 33 aislados) seguida en proporción por coagulasa positKos (siempre se 

detedó S. aurcus) (24 casos) con escasa varíabilidad fenottpica en su caracterización 

También se aislar 3n I caso de ^  lentus.

Hubo algunos aiiJados de los generes Micrococcus y Strepfococcus que no se llegaron 

a identificar a nivel de especie.

I.os estreptococos fiieron aislados en la mayor:? de las muestras, bien en forma de 

enterococos (Entcrococcus faecalis/E. faecium) (en tota] se detectaron 9 ai.slados en el 

establo LP (40 naiestras de leche) y 5 aislados en el establo LSC (sobre 27 muestras de leche).



como flora iáctict oormal |L . Uctis) (se idemificaroii 16 aislados en el establo LP y ó en d  

estibio LSC ), o como patógenos matníticos (un aislado de S. dysgabctijte en cada establo 

No se aislaron S. ybcrís ai S. agalactiae de cepas nathas en ambos establos, aunque se 

caracterizó fenotípicamente las cepas de referencia de S. agalactiae utilizadas en el trabajo 

expet'u.\¿otal contrastaudo con perfiles bioquímicos y pruebas de aglutinación

Se identificaron, sin embargo, un aislado de S. af^alactiac y uno de S. ubcrts en el 

establo control FM. La cepa de St. agalactiae se aisló en tanque y la de St. uberis en una \aca 

con sintomatologu cbnica de mamitis

l.os corínebacterías estmieron representadas por 4 aislados de C'orynebactenum 

bovi&. identiíkadoií en el establo LP y 2 en el establo i.SC y I aislado de í \  lerosis. También 

se detectaron 3 aislados de Lactobacillus casei en ri establo LP y 1 en d  l^ C .

Se detecnó como lui hecho aislado una cepa de S. pyo^enes B>hemolitico. 

probablemente de origen humano que contiminó la vaca o la muestra de leche, en d  establo 

LSC.

En conjunto, los estafilococos y los estreptococos identificados supusieron 37 aislados 

en el establo LSC v 64 aislados en el LP. sobre un total (̂ e 27 y 40 mue.stras de leche 

respectivamente, lo que mdica tina elevad? prevalencia e incidencia de los cocos Crram 

positKos en iwbos establos

Se encontró una elevada varíabilidad en los perfiles bioquímicos de las cepas nativas 

aisladas respecto a las cepas tipo referencia
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Asi el lisiado de S. agalactíiie, eo el establo FM. presentó una baja B-heinók&sis. y una 

escasa capscidad de aghitinactón en la pnieha de agkitinación en látex. También p ic ^ tó  

fermentación de la bctosa.

En el aislado de S. abcr» el perfil del API tue totalmente atipico producción de acido 

pirogiutámico. utilización de la fosfatasa akalma. fermentación de la arabinosa, mulina y 

rañnosa fueron los tests cuya reacción fue contraria ai perfil tipo establecido en la base d:: 

datos del API.

Los aÍ5lado<i de S. dyc);abictiac presevitaron un perfil básico ^milar al de Us cepas

tipo.

Los estreptococos ambientales (principalmente enterococcs) presentaron también »na 

;*mpHa varíabilidad en su ca ra c te r í\-fe n o tip ica : se aislaron 5 perfiles prkicipale^ de 

enterococos (7043711. 7143715 v 7|07755) respecto al perfil tipo API Ij s  diferencias 

principales se observaron en la reacción positKa de la leucina arílamidasa eo tnterococcus 

faecaiis y negatKa en El. faecium. la fermentación de la raíinosa solo en I'. faecium > la 

reacción de B>hemólisis en E. faecium y algunos at^bdos de E. faecalb.

l>os aisbdos de S. l>ovis presentaron rcaccióa negatKa a b  B-gabctosida.sa. una 

característica más propia de S. eqoinus.

En cu^to  a los eitafUococos, bs cepas de S. epidermidis presentaron un perfil ^gual

en el 80®o de los casos (fermentación de b  glucosa y la frictosa. utilización de b  mañosa,

mahosa y bctosa. no fermentación de b  trehalosa. el xvlitol y el manitoL reaccSón positiva de

b  fosíata&a alcahsa. no producción de acetoina. fermentación de b xylosa y de b  sacarosa, 

hidróbsis de b  arginina y de b  urea y utilización del alfa metil glucósido.

S2



S. lylofos presentó b  inav'or vtnsbdidtd fooCipici. coo tisbdos que ferniestaban d  

manítoi o no. eran posilr os (ei 80®» de lo» c«sr&) o nc¿^ii\os a la reacción de la fosfáttsa 

«kilina ((H 20%^ producían acetona a paitir dd jriruxato (reacción dd VP) (d  80% de b s  

caso:») o no. iúdrobzabiai b  arginma (d  lOÔ o de los casos), fcnneotaban b  sacarosa (d  20*̂ «) 

e hidrolizaban b urea (d  t>0̂ » de los casos).

Í4is ctpas natKas de S. aurevs prescntaroQ escasa \'iríabtiidad fenolípi '̂a y solo se 

diferenciaron en el grado de beta-hemolisis en agar sangre y b  capacidad de fermentación dd 

mankol. No se utilizaroa para b  reacción dd CAMP.

Los bacikh» (iram negativos identifícados pertenecías a bs especies E. colé (su 

incidencia ñie dd 25% en el establo i.P ( i I aisbdos^ v del 33% en d  establo LSC (9 aisbdosi. 

Enterobartcr sakazakü ( I alsbdo en cada establo). E. doacae ( I aisúdo en d  establo LP 

(que supuso d  2 5*o de los casos en ese e s ta b lo Klebsidla paeunoBiae ( I aislado en cada 

establo). Scrratía líqvcfactceu ( I tisbdo en el estj^k* LSC). AerocioMs sobria (2 casos en 

d  establo LP (que supuso el 5% dd total de casos) y Hafnia ahei ( I aisbdo en d  establo 

LSC)

1^ identificación bioquímica de estos aisbdos guardo b» paulas comunrrs establecidas 

en b  labb de lectura.ide^tifscación dd API 20F. Asi. de los coht'ormes (mas del 90*o del 

global de bacilo^ Gram negativos). E. culi fue b que presento navor variabilidad, debido en 

parte al de aisbdos que se identificaren en ambos establos, con diferencbs ecológicas cbra.s 

entre eBosu y por otra paite a bs canctenssicas dd genoma de E. coti. cuya expresión 

fenot^ica se ccacretó en diferencias de pigmenución de lev aisbdos íb \itro según d  medio 

de cultivo utihzado (medio McCo&ke>. medio Hektoen. m¿dio EC. medio SS....). b  hidróhsis 

de b  arginina y b  bsina. b  nr<oviltdad y b  fennentacion de diversos carbohidratos (melibiosa.
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ramnchit. ssctmsa. rafinosa.. . ).

El gm> EalcrolMCtcr y los ^ECtttot* afises que ftieroii identificatlos entre algunos de 

!os aislados se dtfereociaron por la nunibdad (poíiilKa en les 3 aisbdos de Entcrobacter y en 

el de Serratúi y negatKa en los de iüebiiella y Hafiiúi). la p r e n d a  del tüinnia 

deovkibonucleaaa <sok> en los S c m tú )  y la utilización dd dtrato (negatKa solo en Halcia). 

Dentro del gno lintcrobacter. b  diíerenciactón entre especies se observó por ia presencia de 

pigmento amarillo e*i la> colonias (L. snkn7akü). la femientav-iór' del sorbitol (solo la produjo

E. doacne) y del indol (solo en E. ssluuak») Del gno. K M sk ü a. las cepas identificadas 

t'ermenubaii b  gluco^ y utiü/abm el ckrato y d  malonato y produjeron acetoíaa. por lo que 

se asignaron i  b  especie k« pnennioBiae sob. pneumoaiae. Del gno Senratia se registró 

una variación en d  perfil t^o  de S. liquefacteBí. en la fermentación de caríx>hidnitos tales 

como sorbifoL xyikol mdihto*a y xilosa «con reacción 2n^igu2 que lu\o que retostarse a bs 

48 horas) cepa de Hafais que se aisló presento reacción positi\a tardía de ia utilización 

dd dtraio y de b producción de acetoina

l os 2 ai:Uado> át Ktrmmo9a% sobria preser'ihan bs características bioquímicas t^o  

dd gno. Aeromonas (reducción de nitratos, hidrólisis de b  gebtma. astriñlaciafl de b  glucosa, 

de! rr̂ anitol y b  maítosk. y ser oxidasa positivos) y su asignación a b  especie A. sobria se 

realizo por su reacción negati\ a a b  hidróbsis de b  escub&a fucdamentabnente

Se detectó un aisliik) de Vibrio spp en d  establo LP. en base a su reacción positi\ a a 

b oxkUsa, b  no producdon de gas a partir de la glucosa, b  reducción de nitratos a nitritos, b 

fermentación de b sacarosa, b sabdna. d  inoátol y u arrtbinosa. el crecmñento en medios 

específicos de Vibrio (TCBS), su inhibición del crecimiento por d  factor 0 1 2 ^  cii 

concentracioBcs de < 50 lucrogrankos y b  hidróhsis de b esciibna. pero no se pudo identificar
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» &fv«l de especie por su varidMikiad respecto ti perfil bioquíraico tipo edibtecido en el 

AH20NE

Sobre la base de la primera deteccióa aúUametnto de las bacterias identificadas 

anteriormente, y comparando los hallazgos irécrobiológicos con el BTSCC medido en :;ada 

muestra, se observó que mas del 50^» los aislados de E. coii ( 1  casos} se detectaron e» los 

meses de primavera y verano y se correspondieron con BTSCC con un rango entre 700.000 y 

más de 3 i o'’ célm l lo que supuso una IM! por cada caso esi algunas vacas ¿z ese establo 

durante todo el período de muestreo Ec ninguna muestra coli füc el único germen aislado 

(estuxo acompañado de estreptococos lácticos, estafilococos coasuiasa negativos, 

enterococos. Lactobacüos, eíaafiiococos coagulasa poskKos y S. bovb)

E¡ mismo esquena de correlacióc entre SCC y aislados en el periodo de muestreo se 

siguió con Lss restantes especies baaeriatias. de (ai modo que para el resto de los coüformes. 

se eiH:ontraron los siguientes resukados (Para E. ssluuskü, que apareció acomp^and^t a 

estafilococos coagulasa positivo y nei^ivo> y a eraerococos^ el lOÔ o de los aislados sí 

detectaron en el mes de jubo (1 caso> > en el de diciembre ( i caso), con BTlSCC respeclivo« 

de 10* y de 1.8.10" cehilas por ro l lo que supuso también la aparición de una IMI en cada 

caso (Para fC. p&eamoaijic. que apareció acompañando a estafilococos coagulasa positivos v 

negativos, el 100% deles aislados se deieao ea d  otoño (meses de octubre y noviembre) y 

solo en I caso su aparición coincidió con un BTSCC qur supusiese una IMI en el establo LSC 

(1.3.10^ cekilas po/ ná)

Con S. bqvtfaciens. qi^ apareció acompañando a S. asretis como patógeno sircundario. su 

presencia no supuáo en si mismo una IMI. y se detectó en d  mes de febrero. El B1 SCC 

reüdooado con la muestra donde aparcdó ese gm ieo ñte de 900.000 cdnuL recuento que



produjo It presencia de S. avreas. R. aKei acomptdó a S. aiurctis y k diversos estreptococos 

láctkos. con un BTSCC de 1.1 . lO'" cdv<a&mi y se detecto en el mes de enero Su papd fiie 

de patógeno seamdañc. vt que la mera presencia de S. avrrns ya cau:>ó una ÍMI

Las corinebacterias aparecieron en los meses de primavera (abril, mayo > junio) en 

ambos establos . como CorvnebscteriuBi bo%is« C. spp y Ijictobaciflus casei (abril en d  

establo l P y junio en d  ÍJiC) o L, spp (junio en d  establo I P)

Los COCON gram positKos se di.*artMivrron como sicue en ese periodo de muestreo. v 

en relacios con el BTSC C determinado en las mucstra% donde se aislaron.

(S. rpidem idif y S. xykMSf S. epidermidn tuc aisUdo durante todi la lactacióa v 

sus 24 aL^dos se repartieron en ambos e.^ablos. principabncnte en d  LP (aprovimadamente d  

70^0 del total de casosi desde abril a diciembre-enero, v en d  LSC desde mavo a julio v en el 

mes de octubre (2 casos! lo s  BTSCC mcdHiov en d  citado período indicaron JMI en los 

stguierues mescrs v eslabios abnL jubo, octubre > dKTcmbrc (en el establo l PHen total ^ 

íMIs) y usa nedia aritmética de BT5^C de l.l^  10̂ ' cehiiasml junio, jubo, octurn-e \ 

novietr>bre (en el establo LSC ) ( en loial O ¡Mis) v una medu de BTSCC de I <5 . 10'' 

cdulas mi

S. lylotvs fije aisUdo durante ios meses de enero y febrero y sus 5 aislados ( lOOS deí 

total) se localizaron solo en d  establo LP. i os BTSC C registrados en la» muestras indicaron 2 

IMIs. con uo media de recuento de ‘)50.(XK» celmL

Ix» esiafiiococos roafvIsM positivos (S. áureas). Se regi.straron IQ aisiados 

susceptibles de produc«r uns !ML observadas e& muestras r^'ogidas en les meses de julio, 

noviembre, diciembre, enero y febrero, en ambos establos Ixjs BTSCC registrados 

correspondientes a esas nruestras tuvioon iuu media de 1.44 . 10̂ 'cél ml.
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Los estrefitococofl coatigiosof (S. dyigiliictMe) aparederoa ca 2 casos, uno en cada 

establo, que provocaros sendas IMIs en ei mes de junio-julio, con un BTSCC correlamo de 

1.32 . I0*"cél/Dil para d  caso dd entablo LP y más de 3 irallones par el del establo LSC.

Lok ertrtfKococo» anbieauücs (ceterococos* S. bovis y S. acédomiBinas) Los 

enterococos pertenecieron a 2 especies; Catcrococms faeciam y ÍL faecaib De fU faecium 

se registraroo !4 aislados, todos ellos presentes es las muestras de los establos LP y LSC 

junto con otros gérmenes Sob m 8 casos se produjo una ¡MI en ambos esubios. en b  que 

estuxiesen impbcadas estas especies, localizadas en los m es^ de junio, julio, noviembre y 

didembre en d  entablo LP y jubo en ei LSC En ningún caso fue d  agente ctiológico principal 

y estuvo asociado a patógeno> mannticos pr^nc^ales como S. auretis y/o E. coli. Los BTSCC 

registrados presentaron una media de 1.6 . 10̂  célml De II. fiecaits se registraron 5 aislados, 

presentes en ambos e^ablov jumo con otros germenes y en ningún caso tampoco ñie ei 

ágeme etiologico de las IMis producidas (solo en 2 casos se pudo hablar de sintomatoloeía 

clkiica manutica. el resto íúcron mamitis subcimicas) Lstos aislados aparecieron en los meses 

de junio y en todo d  inviemo l.o<; BTSCC registrados presentaro^i una media de i 2 .10'’ 

cdm l
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S. bovis se locahrá en 3 casos (2 en el establo LP y 1 en d  LSC) asociados a otros 

gemcnes (estreptococosw esiafiloco »» coagulasa curativos y E, coii) y en ningún caso fue el 

agecte etiologico de una IMl (solo hubo una ¡ju d  raes de octubre y localizada en d  establo 

LSC). El BTSCC medio fue <>28 000 cd^nd

L. lactii se consideró como estreptococo trac ieúnte de b  fiora de los pezones de ia
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ubre y ea ooiskmes comaioioó tas iniesiras de teche Su presencia fue abundante y se identicó 

eo 20 aislados De todos eOos. solo 13 cootr^yeroo a la aparición de una IM! en ambos 

establos (prindpalniente el LP) y se locaüzaron en tos meses de abril, junio, juHo. nov iembre y 

dkSemtne en ei establo IJ* y en junio, jubo, septiembre y octubre en el LSC El BTSCC medio 

registrado ca vacas con IMis fiie de 1.74. lO^celml.

Como date estadísticamente no signifícatKo se registró un aisiado de S. p>oj(eB&*. 

asociado con r.bovis y aparecido m  ei Ties de junk> en ei establo l .S i . El BTSCC registrado 

L j2  4.IO\'élml

Ei análisb Lactcrioiójscro efectuado efi muestras de leche tomadas de les 

cuarterones de las vacas de ambos establos, al inicio dei período de muestren, arrojó tos 

s^Kuieiites resaltados:

Los aisiadí>s pertencdan a las especies (establo LSC) S. aureus, S. epidermidis. 

C'orv nebacterium bovis, Baryius subiUis, Efiterococcus faecium/E. faecalts, 1  ̂ lactis, 

LactobaciU^ spp. Eaterobar!er cloacae > Candida albicans. Los porcentajes de incidencia 

ñieron como sigue (sobre d  global de vacas y por especies bscierianav de menor a mayoi 

incidencia): S. avrciis (el 12.5% l aislado), Bactttus subtdts (el i2^*^9). iJictobaciSus spp 

(H 12 5*0), E. doacae (el l2.5®o): C‘. albicans (ei 12.5%); i \  bovis (el 25®o); E. faecalis/E. 

farcium (el 25%). S. epif:^cnBÍdis y 1. lactis (el 87 5̂ *0).

(Eaablo LP) S. aiiretif^ E. coli, S. epidemiidis, M. Suteus, L. lactis, l^ctobaciUvs spp, S. 

xylosBs, Eatoocoecus faecalis, Corynebacterium bovis, Scrratia liquefaciens.

Eatcrobacter sakazakii y Proteus mcrabüís Lx)s porcentajes de mcidencia se valoraron de 

igual modo que en el otro establo: S. xyWsus (el 8.25%' I aislado): Enterococcus faecalis (ei 

8 25%); Serrstia líqucfaciens (el 8.25%); Coryacbacterium bovis (el 8.25%);
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Eatcrobiüctcr ««kaxiikH (el 8.25%) y Protcus w irjbttb (d  8.25%K E. cd i (el 16%: 2 

aislados); S. • « ‘eos (el Í6%); Ijictobacüiis spp (el 16%): L. lactís y M. luteus (el 25%: 3 

aislados): S. epédennidis (el 75%: 9 aislados).

F.xaminindo el cuadro correspocdicnte a la hoja de cálculo 4.XLS, se observa que el 

n*’ de vaca» enfermas con signos clmicos de mamitis hie mayor en el establo LSC en términos 

absolutos y en proporción al umaño de la población de cada establo que en el LP y que esa 

mamitis fue predominaiite durante el verano.

Las vacas se reconocieron enferma.s mas por la observación chnica de la 

sBitomatabgia y b determinación de los recuentos celubrcs que por su asociación con la 

presencia de patógenos manrnicos contagiosos (hubo presencia predominante de patógenos 

ambientales en esos casos) (excepto en el caso de S.dys|»alactiae) (según se deduce del 

análisis factorial y de componentes principales, con la rotacSón varímax que se cita en 

ANEXOSi

De ios datos de identiñcación microbiológica se deduce que. coincidiendo con b  

bailado por otros investigadores, los estañlococos coaguiasa ncgatKos son los principales 

germenes hallados en IMls subclínicas y cbnicas ' que la contaminación an^iental con 

edreptococos y coliformes puede mediatizar las concesiones sobre la evahiación sanitan^ de 

un rebano.

Cab2 ciiar que en el establo control colaborador (el l'M) se obtuvo un BTSCC medio 

durante el periodo de muestreo por debajo de 400.000 c«l̂ ml, es decir, no hube IMl y que el 

recuento de flora aerobia total inchjyendo los pácró^rofos, osciló entre 30.000 ufe por mi por 

término medie* ca iovícnio y 90.000 ufe en verano.

El culPívo micTobioiógico de las muestras sin]^les consecutKas de leche tuvo



una dcvada especificidad y sensAnlidad, méoitrss que estos misinos parámetros al realizar ei 

ELISA o al determmv d  BfSCC tuerca nwcho menores Los resultados mejoraban 

combinando los de varias muestras con^ecutívas. en cuanto a fiabilidad y sensibilidad Los 

resultados combmados de varias muestras se usaron para clasificar los establos cofno con 

elevados o bajos SCC en un periodo dado de nmestreo ( l mes).

La especificidad de la respuesta detectada por EiJSA en cada establo estuvo 

restringida a un set de dit^entes cepas de S. Kgalactiae que portaban protetna X. 1^ ‘:̂ eñal fije 

fuerte, sendu la sensibilidad última del ensavo capa/ de detectar desde a 0.7 nanogramos de 

antígeno mi con el anrísuero diluido l 250 hasta l/IO(K), \arimdo entre absorbancias a 405 nm 

con lecturas de 0.7 hasta 0.15 de densidad óptica El coeficiente de variación tiitraen^ayo de la 

absorbacicia de los estándares varió entre el 3 y el 10% y el rango intercn^avo dependió de la 

concentración del antigeno. Para definir el cutoiT entre muestras positiva^ y negamos, se 

ensayaron homogenados de v arias muestras de suero de vacas con y sin IMIs por el mismo 

ELISA. Los valores que indicaban concentraciones de menos de 10̂  uí‘c mi de homogenado o 

extraao se consideraron negativos De todas las cepas procesadas por ELISA y por cuhKo 

microbiológico al tiempo, se obtuvo un 74*o mínimo de resultados consistentes con el ELISA 

al comparar con eí rtsuhado del cultivo respecte al vohmten total de muestras No obstante, ei 

resultado más sensible para el ELISA fiie del 85^«. observándose que la sensibilidad disminuia 

y aumentaba el background cuanto menor era la dihición del homogenado. y si se combinaban 

los resuhados aumentaba la especificidad del ensayo.

« )
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D I S C l ’S I O N

La principal conchisioii que se obtuvo dd análisis de los dalos citados en la Tabla 1 n  

que Unto en un esüibio como en d  otro k» resultidos dd  ansiáis microbiolóf^ico 

indkairon infecciones m iitjs donde no tib tía  un p^tóf^eno principal cbro, 

corrdacionándose con recuentos cduiares bajos, t» bien eiistia un agente etiológico 

contagioso aureus« S. dvsgalactiae, pero d  recuento tr i  reiatñaaiente ba;o (no 

indicaba una IMl con sintomatología clínica), o bien eiistian recuentos mu> devados 

asociados a hallazgos microbtológicos de patógenos anibienta<es (no contagiosos).

Fstc fenómeno se presentó a lo largo de todo el periodo de muestreo y fue 

independiente del estadio de lactación, la dieta, la époc<i del ¿no. el estado fisiológico de las 

vacas y otros factores ambientales F.n lo referente a las >acas. aunque d  muestreo tiie único y 

al inicio del período, la incidencia de patógenos contagiosos tiie baja y su prcxalencia nula 

(solo afectaba a una vaca de un establo) l.as especies bacterianas más prevalentes formaban 

p?rte de la Hora de la pid de los pe/ones en cada \ aca

Lx>$ dijimos tests disgnosticos utibzados ^  este estudio se compararon respecto z su 

capacidad para predecir el estatus de IMl de! rebaño a partir de la leche del tonque eo un 

momento dado, para cada rebaño establo. La capacidad predictK a se r^ahio a partir de los 

valores dd anáhás factorial.

Los indicadores test de IM!s se e.aluaron como valores sbsohitos v como
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índice/cociente entre muestras de tanque de cads cstabio y las muestras de bs vacas de esos 

establos El índice se usó para elsnmiar la \ariación causada por los factores no patológicos 

que afectaron a todas las vacas por igual

Un punto crítico en la evaluación de los test s de selección utili/ados ñte como decidir 

sobre d  estatus saniurio verdadero dei rebano de rada establo, traducido tn la calidad 

higiénica de la leche del tanque. Aunque el aislamiento de las dKersas especies bacterians en 

leche no es sinontmo necesariamente de ¡MI y mamitis, fue el critcno aplicado en este trabajo 

Hubo una probable \ ariación en los ndicadores de mairotis dentro de cada muestra de leche 

clasificada como mamitica (suhclmica o clínica) o no. ya que la recuesta puede ser más 

persistente que con la presencia real de bacterias el momenio de la toma de cada muestra 

L¿ *'cspuesta real de hs vaca< y por ende el tanque a un flujo de entrada de bacteriaN podría 

difenr también debido, por ejemplo, a diferencias en la virulencia dentrí» Je cada especie 

bacteriana

Los resuhados de los anabsis estadísticos mostraron diferencias en la capacidad de los 

distintos indicadores para predecir la presencia de m  patógeno contagioso. Esto parex 

indicar que el anahsis microbiológico por sí solo es incapaz de diagnosticar una mamitis, 

porque el analisis factorial nos indico que les valores umbral obtenidos respecto a lo  ̂

patogenos secundarios o ambientales identificados eran nucho mayore:: que los respectK os de 

los llamados pato>{enos principales, susceptibles de causar por sí mi.smo mamitis, con «ágnos 

clínicos y recuentos cehilares im:y elevados I>as vacas deben exaircnarse y tener en cuenta los 

factores asociados a una IMI (endurecimiento de pe/ones, coagulación de la leche, 

tumefacción, rubor y calor en la glándula numaría. ...) para convlementar lo< resuhados del 

BTSCC y dd anábsis murobiologico ^ara emitir un diagnóstico claro de mamitis, según se



desprende de es;e estudio. Los indicadores se podrían combinar de v^-ias forma» dependiendo 

de si ei propósko era mcrementar la sensibilidad o la especificidad para predecir la presencia 

de un patógeno mainítico contagioso.

i.os criteRos de interpretación de los resuhados del cuHKo varían con la identidad del 

aislado. El! el caso de los gérmenes oportunL^as ambientales (como coliformes) el significado 

cultural se determina sobre la base del n‘* de núcoorganismos recogido, la pureza de b  cepa, la 

[MI producida (ea su caso) (determinada por el BTSC'C) v la reproducibibdad por cuhKos 

seriados La ideritificación de 1 ufe mi de estafilococos coagula.sa posttKos y S. dys);aljctije 

se consideró normalmente como evidencia presuntiva de la infección Tales interpretaciones se 

relacíonaroQ con la eventual aplicación de los resultados del cultKo. Ln el sentido más 

smplista. la sensibilidad microbioíógica puede aproximarse como el producto del volumen del 

inóciik} (en este caso 0.5 mi) y la concentración bacteriana en cada muestra Hs factible que la 

sensibilidad pueda potenciarse bien incrementando el volumen del inóciilo o increnientando la 

concentración de bacteríis viables recogidas en placa de cada muestra.

i.a recogida numérica de ufe. no obstante, no puede ser interpretada e^rictamente 

como una medida de la sensibilidad del diagnóstico. Debido a que se le da la misma 

importancia d  aislamiento de pocas o tiHicnas ufe (el estudio tío tuvo un enfoque c'uantitatKo) 

U identificación de las especies y las muestras infectadas presentó un resultado siniilar en su 

distribución a una curva de Poi:»son con sobredi^spersión. positividad en el c'uhi\o fiic 

representatK a de la manáis clínica y o subcímica, así como estadios variables de la progresión 

natural de las IMI

Los resuhados de este estudio radicaron que los estafilococos coagulasa positivos
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podían tisUrse repetkUinecte de rebaños con bajos SCC. Las posibles exptic&cioQes paia esa 

baja respuesta a una infección ciara podiu^ incluir la duración de la óifección, su localización, 

el efecto de la dilución de la leche en el tanque, el estatus inmunológico del rebaúo y las 

probables diferencias nietabóKcas y de patogenicidad en las cepa« aisladas de S. aureus.

F1 examen bacneriológico de las muestraN de leche pan: cada rebaño proporcionó 

lecturas de recuentos de ufe con un promedio de 10’ esttepiococos ambientales y lO' 

estafilococos coagulasa negatK os y coliformes. por mi de leche

l^ s  iníecciones producidas por los patógenos primarios no fueron comunes durante el 

periodo de muestreo, exceptuando aquellas por S. aureus 1^ baja incidencia de la mamhis 

cíclica ta’ como se deducc de los rcbti\ ámente bajos SCC en la mayoría de Us muestras 

demostró la eficacia de los programas de control le mainhis realizados en esos establos para 

prevenir la aparición de patógenos contagioso> El análisis de las muestras de leche tomadas 

mmediatamente después del reconocimiento de una IMI clínica indicó que los príncipales 

productores de IMIs no eran los patógenos contagiosos sino mas bien los amlicnt^les. \ su 

distribución no era al azar en el período de muestreo.

El mayor número de vacas con IMIs que produjeron elevados SCC en las muestras de 

leche de ambos establos por patogenos ambientales presentaron una acusada querencia 

estacional a la infccciun ai los meses de verano. Este incremento de la infección apareció 

retrasado si era provocado por estreptococos ambientales respecio al oca.sionado por 

cobfomies (pudo detectarse una infección persi<itente por E. coli en el establo LP mediante un 

muestreo repetido de U leche) (no obstante, el mdice y la duración de las mfecciones naturales 

por ese patógeno difirieron a medida que evohicionaba el estatus fúncionel de las ubres de las 

vacas en ?jni^os rebaños, del e ^ d io  de lactación a! de secado (la susceptibilidad a ios
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podían aislarse rq>ctkiiinsiite de rebaños con bajos SCC. íjis p op les  expiicadones para e>a 

baja respuesta a una ínfección clara podrían incluir la duración de la infección, su locahzación. 

el efecto de la dilución de la leche en el tanque, el estatus inmunológico dcl rebaño y las 

probables diferencias meiabóbcas y de patogenicidad en las cepas aisladas de S. aureus.

t!l examen bacteriológico de las muestras de leche para cada rebaño proporcionó 

lecturas de recuento*: de ufe con un promedio de lo ' estreptococos ambientales \  !0' 

estafilococos coagulosa negatK os y cohformes, por mi de leche.

la s  iníecciones producidas por los patógenos primario no fueron comunes durante d  

período de muestreo. exceptuando zqueilas por S. aureu» la  baja incidencia de la mamitis 

cHnica tai como se deduce de los r?lati\ ámente bajos SC'C en la ma\om de bs muestra> 

derrostró la eficacia de los programas de control de mamiiis realizados en esos establos para 

prevenir la aparición de patógenos contagi<>sos F-l anáhsis de las muestras de leche tomadas 

inniediatamente después del reconiK*mieoto de una IMl clínica indicó que los principales 

pioductcres de IMIs no eran los patógenos contagiosos sino n'iás bien los smbientaiev y su 

distribución no era al a/ar en el período de muestreo

Fl mayoi número de vacas con IMIs que produjeron ele%ados SCC en la?; Tnuestras de 

leche de ambos establos por patógenos ambientales presentaron una acusada querencia 

estacional a la infección en los meses de verano. Este iflcrcmento de la infección apareció 

retrasado si era provocado por estrei>tococos aiT^ientaics respecno al ocasionado por 

cohformcs (pudo detectarse una infección persistente por E, cotí en el estaltlo I.P medi¿nie un 

muestreo rq)etido de la leche) «no obstante, el índice y la duración de las mfecciones naturales 

por tác patógeno diñnaon a medida que evohicionaba el estatus funcional de las ubres de las 

vacas en ambos rebaños, del e.stadio de lactación al de secado (la susceptibilidad a los
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En ei pniscttte estudio, d  API STAPH identificó correctameme t o d o s  los S. a u r c u s  

aislados y toóos io s  estafilococos coagulasa DcjutH o s  (S. e p i d c r m i d i s  y S. x y io s iu )  aun<]ue 

hubo diñcuhadcs es algunos aishidos debido a su variabilidad fenotípica ¿iqiresadii en los 

p e r & s  oumcricos obtenidos, como ya se señalo en ei apartado de HESUl.TADOS No h u b o  

reactKidad cni/ada ertre los estafilococos coaguiasa negamos q u e  iníluyCNC en ^  

identificación Como no se identificaron cepas á c  S. w a n i c r i  y S. h o n i u i s .  no nc p u d o  

confirmar la baja  eficacia del sistema en su caracteri/^ción. tal como su c e d ió  con el SI APll- 

/Y M

t i  sistema API STAPII utili/ado tu\o mavor fiabiMad que ios sistcnu> STAPH- 

TRAC y STAPH-lí>FNT. comparando los resultados de identificación olnenidos en este 

estudio y los atados por W ias \ NR-kerson en va que los porcentajo de identificacii>n 

de esiafilociKOs fueron del lOí)** womparand«>Íos con sus resultados «obtenidos ciw el S FAPII- 

TRAC'. Además no fuer^w necesarios tests bioquiinicos T^lemeriUrios

Los resultados oNenidos por Watts en con el R.\PII) STRi P SYSÍIM

(equKaientc ai API 20 STRfP) indicaban un porcentaje de identificacid«i correcta de los 

estreptococos ambientales dei en una primera íectura (a las 4 horas ) y del 83®o (a las 24 

horas) y sni llegar ai nKd de especie Sin emí^argo. en este estudio, todos ios aislados, excepto 

tres, fueron identificados a ni\ei de especie como Entrrococcys facctum/E. faecalis, S. 

bovisK... y la coofínnacion t)ioquimica se produjo a las 24 horas de incubación de la galería 

API

!ln lo referente a ios bacilos (iram negativos, los cobformes fiieron identifbados con el 

API 20E con un lOO^s de eficacia a las 24 horas de incubación, ai igual que en ei estudio de 

Todhunter ct al (19*^) pero a diferencia de éste, aqui !a distribución de coliformes fue muy
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distiott, siendo ñindamentiliiiente aislados de C. colL v no se detectaron durante el invi<rnio 

sino predommantcfneate en vemio v otoño.

1^ incidencia de £• cotí estuvo coircíaciooadj con la dieta, b  edad de las vacas y la 

transición ñsiotógica det período de laclactón al de secado en ambos esiabios cdi no fiie

aislada de la láiea ái ordedo. los materiales del establo, etc.... con lo que su papel como

patógeno ambienlal no se siis reforzado respecto a lo citado en la literatura No hubo 

desplazamieniu de su importancia en las IMIs por otros coliformes como Klebsietta y 

EnCcrobarter El hecno de que se encontiase en cuhKo puro en U leche (no con otros 

wohformes) con ele\ados SCC debió y su má> rápido tndice de crecimienío. con lo cual 

apro\echó mejor el substrato que su  ̂competidorcN. potenciando <u infectividad en la leche

E l si^.iíicado epideireológico de su persistencia en el tanque de mezcla de cada establo 

a k> largo del verano y el otoño es deconocido, a \á hi/ de los hadados obtenidos y el origen 

de la rafección No siempre el SCC fue ele\ado. acompañando a su aisiamiento en leche.

Ln cuanto il aislamiento d' corincbaaeiias <gnos Lictobaci&us y 

C 'oryn^artcriafli) se produjo en prima\era (abril y junio) c;iando hubo una transición 

ñstoiógica de las ubres de bs vacas de a n ^ s  e^abk)s muestreados inhibición de! 

crrckaieuo en las áecreciuoes recogidas durante ese período podría estar asociada con el 

ele> ado índKe de ehminación espontanea de b  IMI por Cory Debactcrium de>de el cese de! 

ordeño al parto, cuando bs vacas s«! \an secando. La~ razones para ese elevado tndice de 

elimÍDación espontánea son específicamente desconocidas (Oliver and Juneja. I W )  Por el 

contrarío, b  IMI por C, h ^ is  durante b bctación puede persistir debido a que la leche 

proporciona un excelente medio para el crecimiento, y lo que expbcaria bs diferencias 

significativas en el crecimic&to de C. bovts en ;«ecreciones á: v acas individuahzadas
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como es C. bovis un patógeno menor, en las muestras donde se aisk> no se 

registraron SCC elevados sino que estaban asociados en tnfeccione> mixtas con un patógeno 

mamstico mayor, de lo cual se deduce que no parece que esa bacteria pudiese producir 

protección frente a varios patógenos mamiticos per si misiiia, tal como se comentaba en la 

bteratiira.

El aislamieu^o de enterobacterias como Aeromoaas se debió probablemente 3 una 

contaminación del agua de bebida de las vac^s, ai igual que el alsilado de S. pyegenes 

procedería de una fuente humana transmitida a través del aire y los materiales de ordeño a la 

ubre.

I>a prevaicncia de los patógenos mayores se incrementó cor el n° de lactaciones Esto 

pudo deberse a la acumulación de (Mis pero también a un aumento de ia sensibilidad de 

ambG< rebaooi» a las infecciones Las que produjeron los cohformeN fueron eu general de corta 

duración (menos de 30 dk pero se repitteroü sistemáticamente durante el verano y el otoño, 

probablemente causadas por la misma cepa (por «o menos para C. coli). e incluM) el mismo 

ecovar.

Las FMIs por estreptococos ambicmales fueren de duración similar, y nc se solaparon 

con las derivadas de coliformes, puesto que raramente se encontraron mfecciones mixtas con 

hall32gos en ambos establos de E. coli y esterococos simuháneamente.

El BTSCC fiie el otro indicador de mamitis utilizado comparatK ámente con el análisis 

microbioló^o, t^l como se señáis en la Tabla I.

La asunción básict relatr.a al BTSCC fue que b s  valores variaron entre una media 

locafanente constante en períodos con un manc^ y un estatus sanitario estables en el rebaño. 

En otros períodos, los valores de BTSCC pudieron inchnaise gradualmente hacia un nuevo
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dKd  pero en algunos casos deterioros o mejoras abnipus en el manejo dd rebaáo o su sakid 

piidierna demar en cambios bruscos de nivel de BTSCC.

Las variadones pueden deberse a factores ambientales y/o bacterianos. Así, puede 

meiorarse la interpretación del SCC si se :ienen en cuenta las causas no bacterianas de 

variación Fo la hteraturs »e cita que aparte del estatus bacterí&iio. tactores tales como 

csinhios dkinios. o^ñlaciones en el rendimiento lechero diario, el estadio de lactación y la 

variación dia-dta afectan los BTSCC, sicrementándose las medias con d  n® de lactacicmes

Fj) d  presente estudio se pretendió cuantiñcar la influencia de los factores bacttniazios 

sobre el BTSCC y estudiar en que sentido se ve afectada la estabilidad de ia infección por la 

\ ariación en el BTSCC asociada a uaos aislado s baaeríano s dados y cuantiOcar iatithien en 

que medida los factores no bacteriacos pudieron influir en la interpretación diagnóstica de los 

BTSCC

Los resuhados obtenidos indicaron que la clase badetiológica era la fuente más 

importante de víriación. y la clasificación de los datos bacteriológicos e xpresaba la detección 

de los diferentes aislados dentro de cada tanque establo y por periodo de lactación No se 

consideró la secuencia en b  cual aparecieron los distintos aÍ!Uados Sobre la base de los datos 

analizados, fiie importante considerar la locahzación del germen, es en las ubres de Us vacas en 

caso de una IMi.

Huho grandes diferencias en los BTSÍ'C aitre cada grupo ;ic especies bacteriana;. 

(Tabla 1). Lo más frecuente era que recuentos elevados se correlacionasen con h3tlazgos de 

cepas de patógenos principales Varios factoies podrían contribuir a las relaciones observadas

1) Un elev ado mdice de aislados en una rouestra de leche coíicrcta incrementó el riesgo 

de que uno de los aislados fuese un fiüso negativo positiv o y un elevado déficit de aislados en
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d  cultKo Btcremevto la probabilidad dt que un aislado coocreio fuese &t¡to de una 

cootaminacióii y en realidad d  cultivo fuese negatKo.

2) iocahzacion dd iracroorganiismo dentro dd rd>año (partiendo de que todas las 

\ acas tiieron ordeñadas y aportaron leche al tAiquc donde se tomo U muestra semanal) afectó 

ai BTSCC < debido a que la capacidad de inmunoestimulació» de PMN y macrófasos para su 

iTiÍKTación a la leche no era la rrasma si d  patogeno en cuestión era un parásito rntramamario 

Uomo algunos estreptococos) o era un patógeno ambiental presente en la piel del pezón o en 

la entrada del canal del pe/ón (cohíórmev estafilococos coagulaba negati\os, enierococcs) > 

por clk) su probabilidad de eliminación por efecto dihi«.tón en d  ordeño o con las p^áctica^ de 

manejo prc-ordeño era distinta

3) Muchas cepas \iruieni2s de una espérete dada cau*^ IMis con *untornas severos de 

intihración en lo> lejidos mamanos (caso de S. d>«gabctiar > S. aureus) respecto a otros 

gérmenes y provocan por lo tanto diferente respuesta inmunitaria \ por ende recuentos 

celulares di\ erscs

4) t^s vacas con IMIs resultaron más sensibles a la infección por oatógenos 

ambientales, ’o que supuso recutnto» elevados asociados a patógenos metiores efi algunos 

casos

l?no de lo» establos chequeados, d  l.SC, tuvo BTSCC mucho más elevadas y de forma 

conseciitña durante los meses de verano y no siempre provocadas por la presencia de S. 

aareai, por ejemplo Se desconot;e si dio se debió a factores de manejo o por una tnanmis 

estacional que do íiie adecuadamente tratada con antibioferapia. manteniéndose con BT SC'C
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ffevados hasta que se produjo tma eüminacióa espontánea y los recuentos cayeron hasta 

valores relatKameaie normales Las muestras poskKas a patógenos mayores Degaron a tener 

BTSCX medios de hasta 8 veces ios recuentos en muestras negativ ai»

De los resukadoi ob*enkÍGs se puede conchiir que hubo un mcremento sb t̂emático en 

el nKe! base de BTSCC con el avance del verano y el otodo. en uno de io<̂ establos y que el 

mcremento fue aproximadamente de la misma magnitud para todos los patógenos ambientales 

El estudio presente muestra un claro efecto de la presencia de patógenos, la edad de 

las vacas, d  estadio de lactación v la época «id año sobre d  BTSCC.

l^s variacioaes dentro de los ruigo:» de ausencia ¿e mamitis en SCC (por debajo de 

4(K).000 cél mi) se cla.<áñcó sobre la base dj datos bacteriológicos y no estuvo relacionada con 

la ñiución de la glándula mamiría. Fsto puede justiticarse por el hecho de que la gran mayoría 

de b s  casos de mamitis derivan de infecciones, con SCC realc-s devados

La proporción de muestras de leche con un aislado bacteriano igual o excediendo los 

umbrales relativos de positKidad negatividad de IMis se basó en ê  n° de ufe mi que se detectó 

cada \ti-  Además, d  uso de lunbrales variables no permitió la detección de iMIs 

asintopiáticas que supusiesen una maiTBtis subchnica y cen bajo SCCs. Asi. se subestimaría la 

prev alencia de las mamitis subvHnicas. en las vacas en primera lactación sobre todo. Fn este 

estudio, se obtuvieron BTSCC con valores por debajo de los umbrale, relatK os y s»n embargo 

se obtuvieron aislados de patógenos mamiticos ambientales, sobre todo presentes en casos de 

mamkb subcHnica (como S. eptdem i¿ts) Es decir, las diferencias en el estatus bacteriano 

son la causa mis importüote de variaci^ía en ri BTSCC y d  eritirno m is exacto para 

ÍBttrprctar la poaible preieacú de «aa IML

En general U detennhación de los BTSCC Ñie un test m ^ r  para detectar IMIs que

71



72
to fue d  ELISA, wim en ei caso espcdfíc *̂ ai que se ap^ó éste.

Eq este trabajo, se describió el uso de uc ELISA para detectar S. agaiactije en 

extracto&lioinogenados procedentes de suero de vacas con IMIs. prev-Umenie detectados por 

anátis^ microbioiogicos asocLdos a BTSCC. teniendo en cuenta ia buena respuesta de los 

anticuerpos trente & la proteina X, presuntamente responsable de la virulencia de es2 bacteria 

es mamitis. Paralelamente al test diseñado para S. agalactiac, se \ aloraron los resultados del 

ELISA para S. aureuf (comercializado como ProStaph), que ya fue utilÍ7.ado por Grove y 

Jones, eií W l ,  para hacer un screenmg de las IMis provocadas po*̂  S. aureus. con un 

promedio de especificidad del ai predecir el estatus de !MI v una i»en.>ibilidad del 

para detectar vacas infectadas Los resultados han confirmado la sen.sibilidjd y especificidad 

del ProSíaph

Los resultados obtenidos con el análisis microbiológico y el BTSCC de cada iriuestra 

de leche han conducido a conchar que d  valor test positivo para ELISA muy bajo respecto

al valor obtenido con los ensayos de diagnóstico clasico anteci^ados como encontraron

liick-s et al en 1900 y 1994) y por lo tanto no prop ^rcionaba sino una información adicional de 

.iclecaón rápida complementado con los otros tests Los niejores resuhados del LI.ISA >e 

correspondían con el estatus de IMI provocadas por cepas tipo de S. a|»alactiae. que 

producían muy elev ados BTSCC pero en el caso de cepas nalKas no hubo corrección clara 

con un resultado positKo tuerte del ELISA. IX- cualquier modo, se ehminaron los posibles 

falsos positi\os dd test mediante el jso de placas microtiter control tapizadas con 

inmunoglobuHna bov-ina no sensibilizada (Sigma, MO) fiente al antígeno (proteína .X) y no 

cubiertas con WGA en ELlSAs paralelos y se vió que su importancia estadística dependía 

tanto de la dilución final dd homogenado que contenta los antígenos bacteraoos como de la



aásorciofi m e s p e d f k a  por efecto camullaje cor o t r a s  protemas ^ c r ic a s  residuales q u e  

ocupaban aparetktemente cpkopos de la inmunogiobutina bovina combinada por atracción de b  

WGA y por eJIo no permitían la unión de lo  ̂antigenos de S. «s«kectiae con ella aplicación 

de eslos ELISA empleando reactKos estable^ pr^iamente optimizados, ios bajos valores de 

backeround obtenidos y la fuerte y espccifka combinacicSn entre el conjugado y ei complejo 

en/ima-substrato hicieron este métotlo fácilmente reproduciblc

n
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C O N C L l S I O ^ i t S

I. H! tfúlisis mubKaríante de factores sugiere que únicamente el recuento de cchüas <«máticas 

totales (CELT) y cehilas somáticas pico (Ctl.P), junto con b  presencia de Srreptcfcoccu^ 

(h^gaiacnoi' en la leche, eüiuvieron asociados a la aparición de enfermedad por manmis en las 

\acas de kM¿ establos muestreados F.l resto de los patógenos contagiosos ident!tit,ados en b> 

RM iestras no deivni ser utilizado como indicador d e  indicio de IMIs. a diferencia de lo que se 

indica en b literatura, y de ccuerdo con d  anáhsis estadístico realizado en  e ^ e  estudio

2 Ei BTSCC constá'jyo un im odo efkaz eo b  moniiLrizavión de b  salud dei rebaño respecto 

a b  mamiti?, permitiendo una detección precoz de IMIs

3 Cuando el snaksis de fiiwiort:- ^  reaii/a teniendo en cuenta todos los nHc:oo7ganismo> 

aisbdos patogenos contagiosos y ambientales, ca l̂a bctor sc satuio únicamente con 

rTBcroorganismos cootasicsos o con microorganismos ambientales, en ningún caso se produjo 

mezcla !-sio sugiere que bs ductuaciones de los nncroorganiómos contagiosos eran 

independientes de b<i de los nvcroorganismos ambientales
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i JSC-7 a€7,3a soosac- ¡5trec oysgaiaatac V Enterococcus faectum |’la rac: enz-m y a^futíoacón ]

‘SC-S 15^ 73 4 ! 50S400C jSLápn 3ureus E COI» v Srrep actfS ^Ca'̂ d e»<z 'TT3t Api y no APí
! 5C-9 22^)7/^ j 13000C ¡Stapn epKJerrr.irjfi «C;crococcus íuteus v C orvi xerosís j Caraa enz'H J t  v c j!:. n^!crc >
1 5C-10 23^734 344000 |staD«*< au^eus V Er.terococcus faeca»is Caract AP' y aglütir.actOn

»SC-11 27.W34 1787000 lE conyStreo laais Caract AP» y no a pi
ISC-12 ii/m -3a 64000C !E coit vStrec ia a s  jCaraa erz^mat a r
tSC-13 la 'iG ^ "^ 581000 Te coh vStar»̂ = eo«<3ef":!diS CaracT enzim. AP> ;

í i 25/1034 1336000 |k^«í0 do\/!5 Stap^ ep-fienr.K5s y sVec tactis •Caraaer enz»matica i
tSC-15 8/11/34 27¿4000 ¡E coiJ y Siapr i-ireus ■'aractef a p ; |
ISC'16 15/11-34 141900C Ie co íivSiap ^  ecKJerrniO s Caracter a f ! ,
SC-17 2Z'11.34 519000 jstapri aoreus Ent sa«a.»a<tUyStrec la c tí caracter a pi ¡
ísc-18 2 a'i 1.34 1300000 >‘Sap r aureus v níeos^eJU pneunrxjfuae caract enzim aticj AP«

1Z'1234 1080000 | s t ^  aureus v c  con Caraaer Api
14.1234 757000 jSUp^ aureus Caraaer a r  •, no a pi

SC-20 20/1234 13S8000 jstapn aureus. Enterococrus faecaiis y nacnia a<ve« 1 Caraaer enr a pí
iSC-21 28/1234 756000 ÍStapti áoreus Car?ctpr APí i
tSC-22 7.T)1,35 1100000 ¡Staon aufeus. Strep ¡acife y Harnía a»vet 1 Caraaer a pi y no a pi í
«C-23 15/01̂ 35 730000 [stapfi aureus y Enteí’ccücois faeca!i< Caraaer a p» y nc a pi
tsc-2a 22-0135 1200000 Stapfi 2ureusyE con ¡Caraaer a pi
lSC-25 29A3135 400000 ¡A^ococcus ^irKJans jC irárter APt j
iSC-26 6/0235 950000 Israph aureus y Serrata tiQuefaaens jCaraaer api \
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Figura I. Cinética de la respuesta 
da anticuerpos en el sueco de las 
tres vacas (n2 560^601 y 603) inmu 
nizadas con proteína X purificada, 
procedente de cepas de Streptococcus 
agalactiae portadoras de la prote^ 
na. El suero se testó con un ELISA 
El término SC se refiere a que la 
inoculación del antígeno fue sabcu 
tánea.

co
(U

7C 210 2ÍC 350

Días iHT.ur.izacic!
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Figura 2. Ar.áli*?is por 5jS-?aGE dei ex­
tracto mr. proteína X te la ceca cié la 
que se obtuve.
Columna 1, proteína X purificada cor 
cromatografía de arinidad.
Cclunna 2. extracto crudo portando ia 
proteína X, antes de cromatografía.
Los números indican ei peso raclecular -

en KDa.

4 5
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F ii ju ra  3 . A n á l i s i s  p o r i n o u n c b I o t t i n <3 
d« l a  p r o t e í n a . X .
Les nú*¿ro2 indican los pesos «olecu- 
lares en KDa-
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C l a v e s :

Enf.: N9 de vacas enfernas totales de Mamitis en a«bos establos (multip. por 10 
Celt: HQ de células somáticas totales
C€̂ p> : N9 de células sooáticas pico (PMN, linfocitos, «aerofanos, ...)
Eco,...: Abreviatura de la denoainación específica de cada germen 

(se adjunta tabla detallada)
Neta: Los núaieros 1,10,..., corresponden a ausencia/presencia de cada ^eraen 

a los efcctos del análisis factorial estadístico



TABIA. DENOMINACION ESPECIFICA DE lAS ABREVIATURAS 

UnUZADAS EN lA  HOfA DE CALCULO 2-XLS.

Ecx>: Eschirichia coli 

Saur. Staph ♦'iococcus aurcm 

S ^ :  S. rpidcmiidis 

Sx\-: S- xviosiis

S tó\ : Strcptococcus dv-^^alactiac 

Stbo: \j. bovis 

Stpy; S. p\'ogmrs 

Sila: S. laais

tfd ; Entmxoccus fan:alis

tíaí* E fa<xiuni

Cbo : CorvTirbaacnum boxis

Ensa. E m rrobaarr sakazakii

Kpn: KJebsidla pnr»jmoniac

Sli : Snraiia !iquríafifr.s

Hal . Haínia alvri

Aso : Acronvonas sohrria

Lea : Lactobacillus casci

Siac Surptocotojs acidominimus

MJu : Micrococcus hitrus

A r\’ : Acrcx'occus virklins

EncI: Enicrobainrr doacac

SJc SiapKylococcus Icntus

Cxr : CorvTirbactnium xcrosis

ü »  : Lisirria innocua
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