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1. RESUMEN

La mastitis es una de las enfermedades mas importante a nivel de predios
lecheros por su impacto a nivel econdomico, ocasionando pérdidas por
disminucién en la produccion, disminucion en la calidad de la leche, gastos en
tratamientos y descarte de animales. Es importante un diagndstico preciso y
temprano de la enfermedad, con el objetivo de instaurar un tratamiento rapido y
prevenir el contagio del resto de los animales a través de un plan de control.

El siguiente estudio fue disefiado con el objetivo de demostrar que para el
diagnostico de mastitis no existe un método que por si solo sea cien por ciento
confiable, por lo que, se evalud el uso de PCR para el diagndstico de muestras
de leche con mastitis clinica que presentaron cultivo sin crecimiento mediante
técnicas tradicionales en tambo, y buscamos identificar si existe algun tipo de
correlacion entre la incidencia de mastitis con los dias en leche de las vacas y
con el numero de lactancia de cada animal; también determinar cual es el
microorganismo que mayor prevalencia tiene en los episodios de infeccion.

En nuestro estudio partimos de muestras de vacas con mastitis clinica y con
cultivo bacteriano en tambo negativo, se realizd PCR tiempo final, se
detectaron por esta técnica molecular tres bacterias, Staphylococcus aureus,
Streptococcus dysgalactiae y Streptococcus uberis, ya que investigaciones
nacionales indican que son los patdogenos mas prevalentes en Uruguay.
Trabajamos con muestras de leche de 153 vacas, que fueron tomadas en un
muestreo de un predio particular por el veterinario del establecimiento en el
mes de diciembre de 2022, en un unico muestreo, las mismas fueron
identificadas con el numero de caravana de cada animal y remitidas al
laboratorio de la Unidad de Microbiologia de Facultad de Veterinaria, donde se
conservaron a -80°, para su posterior analisis.

Se extrajo ADN de cada una de las muestras para luego realizar la técnica de
PCR en tiempo final de cada patogeno y los resultados obtenidos se
registraron en una hoja de calculo Excel. Se calcul6 el porcentaje de muestras
positivas por o menos a uno de los tres agentes y luego la proporcion de
muestras positivas a cada uno de ellos de forma individual. Se encontré un alto
porcentaje de muestras positivas (61,2%) por lo menos a una de estas
bacterias, siendo el principal patégeno detectado Staphylococcus aureus
(39,2%) seguido por Streptococcus dysgalactiae (35,3%).

Qued6 demostrado con el resultado de nuestro trabajo, sumado a
antecedentes de trabajos anteriores, que el cultivo bacteriano da lugar a
resultados falsos negativos y por tanto no seria recomendable usar solo este
método diagndstico para evaluar problemas de mastitis en un establecimiento.
También se observd que animales con mas lactancias presentan una mayor
incidencia de mastitis, y con respecto a los dias en leche obtuvimos resultados
que arrojan una mayor incidencia de mastitis en el primer y ultimo tercio de
lactancia.

Consideramos que el diagnostico por cultivo debe ser complementado con
otras técnicas para un adecuado diagndstico de los agentes causales de
mastitis.



2. SUMMARY

Mastitis is one of the most important diseases at the dairy farm level due to its
economic impact, causing losses from reduced production, decreased milk
quality, treatment costs, and culling of animals, among others. Therefore,
precise and early diagnosis of the disease is important, to initiate rapid
treatment and prevent the spread of the disease to other animals through a
control plan.

The following study was designed to demonstrate that no single method is one
hundred percent reliable for the diagnosis of mastitis, therefore, the use of PCR
was evaluated for the diagnosis of milk samples with clinical mastitis that
showed no growth in traditional culture techniques in the dairy farm, and, we
aim to identify if there is any correlation between the incidence of mastitis with
the days in milk of the cows and the number of lactations of each animal; also,
to determine which microorganism has the highest incidence in infection
episodes.

Starting from samples of cows with clinical mastitis and negative bacterial
cultures in dairy, endpoint PCR was performed, and three bacteria were
detected by this molecular technique: Staphylococcus aureus, Streptococcus
dysgalactiae, and Streptococcus uberis, as national research, indicates that
they are the most prevalent pathogens in Uruguay. We worked with milk
samples from 153 cows, which were taken at a particular farm by the farm's
veterinarian in December 2022, in a single sampling. The samples were
identified with the ear tag number of each animal and sent to the laboratory of
the Microbiology Unit of the Faculty of Veterinary Medicine, where they were
preserved at -80°C for later analysis.

DNA was extracted from each of the samples to then perform the endpoint PCR
technique for each named pathogen, and the obtained results were recorded in
an Excel spreadsheet. The percentage of animals positive for at least one of the
three agents was calculated, and then the proportion of samples positive for
each one individually. A high percentage of positive results (61.2%) was found
for at least one of these bacteria, with Staphylococcus aureus being the main
detected pathogen (39.2%) followed by Streptococcus dysgalactiae (35.3%). It
was shown by the results of our work, along with previous studies, that bacterial
culture results in false negatives. Therefore, it is not advisable to use this
diagnostic method alone to assess mastitis problems in an establishment.

It was also observed that animals with more lactations have a higher incidence
of mastitis, and with respect to days in milk we obtained results that show a
higher incidence of mastitis in the first and last third of lactation.

We consider that culture diagnosis should be complemented with other
techniques for an adequate diagnosis of the causative agents of mastitis.



3. INTRODUCCION

La ganaderia lechera en nuestro pais ha aumentado mas de un 30 % su
produccion total en la ultima década; este sector juega un importante papel
dentro de nuestra economia ya que representa el 7,7 % de los ingresos de las
exportaciones nacionales con 737 millones de dolares. Nuestro pais es un
importante exportador de productos lacteos en la region y el noveno a nivel
mundial (Instituto Nacional de la Leche, INALE 2024). Los datos mas recientes
indican que la produccion anual de leche comercial es de 2,201 millones de
litros/ano en el periodo 2021-2022 (afio agricola). Contamos con 3,094
establecimientos lecheros que abarcan una superficie de 649,000 hectareas, y
con un total de 682,000 vacas lecheras (Ministerio de Ganaderia, Agricultura y
Pesca, MGAP, 2023).

El 73% de la leche producida es enviada a industria para su procesamiento y
comercializacién, mientras que el 27 % restante se procesa en el propio
establecimiento produciendo quesos artesanales (INALE, 2024).

De la leche que llega a la industria, la gran mayoria (70%) es exportada,
mientras que el 30% restante es destinado al consumo interno. En promedio,
en Uruguay se consumen 232 litros anuales per capita, mas del doble del
consumo a nivel mundial (INALE, 2024).

Las exportaciones se realizan principalmente a Brasil, Argelia y China, siendo
el principal producto comercializado la leche en polvo entera, la cual representa
el 60% de los ingresos por productos lacteos (INALE, 2022).

En Uruguay existe lecheria comercial en todos los departamentos, pero hay
una marcada concentracion del rubro en el suroeste, en lo que se denomina
“Cuenca Lechera”. La misma esta conformada por los departamentos de
Canelones, Flores, Colonia, Florida, San José y Soriano, los cuales engloban
alrededor del 80% de los tambos del pais, con una superficie aproximada de
552.194 hectareas, lo que representa el 73% de la superficie total destinada a
lecheria (Ministerio de Ganaderia, Agricultura y Pesca, MGAP, 2021).
Considerando el gran % de leche que se destina a la exportacién y
considerando el consumo interno, existen reglamentaciones a nivel nacional
que aseguran la calidad e inocuidad de la leche.

En la década de los 90 por decreto del poder ejecutivo N° 90/995 se creo el
Sistema Nacional de Calidad de Leche, para el mejoramiento de la calidad
higiénico-sanitaria de la leche remitida a planta y procesado en los
establecimientos. En 1999, mediante el decreto N°57/999, se actualizé la
clasificacion para el pago por calidad de la leche, manteniendo los rangos de
recuento microbiano (RB) y el recuento de células somaticas (RCS). Las
exigencias establecidas en este sistema eran las minimas obligatorias para
recibir o procesar leche, pudiendo las empresas procesadoras establecer
exigencias adicionales si asi lo entienden, con las correspondientes
bonificaciones suplementarias (Uruguay, 1999). Desde el 2016, los valores que
rigen a nivel de tanque, son menos de 100,000 UFC/ml y 400,000 células/ml
como limites de recibo y/o procesamiento de la leche de acuerdo con el
decreto N° 359/2013 (Uruguay, 2013). Para lograr una produccion optima en
términos de cantidad y calidad y poder ofrecer al mercado un producto



confiable para consumo, es fundamental considerar el recuento bacteriano
(RB) que nos permite conocer la calidad higiénica de la leche y, por otra parte,
el recuento de células somaticas (RCS), que permite conocer la calidad
sanitaria de la misma, este ultimo esta determinado principalmente por la
cantidad de leucocitos polimorfonucleares y por tanto con la presencia de
mastitis.

La mastitis es una de las enfermedades mas prevalentes en el rodeo lechero
en nuestro pais y genera un gran impacto economico.

En un estudio realizado por Azambuya, Giani y Gonzalez 2022, obtuvieron que
los costos totales ocasionados por la mastitis en los establecimientos
evaluados, varian de 2,6% a 13,9% de la produccién de cada establecimiento,
atribuyendo dicha variabilidad entre establecimientos a las medidas de
prevencion realizadas y la frecuencia de aparicion de casos clinicos. También
observaron que existia una menor incidencia de casos en los establecimientos
que tenian mayores costos de prevencion, lo que resultaba en menores costos
totales ocasionados por la mastitis (Azambuya et al., 2022).

Esta enfermedad no solo va a generar pérdidas econdmicas por una
disminucién en la produccién, sino también debido a los costos que ésta
implica ya sea por gastos de atencion veterinaria, uso de drogas para el
tratamiento, baja en la calidad de la leche, leche que no sera comercializada,
descarte de animales, horas de trabajo y predisposicion a otras enfermedades.
Es decir que a la hora de evaluar el impacto econdmico de la mastitis no sélo
se debe tener en cuenta las pérdidas productivas, sino que se debe tener
presente los costos de control y prevencidon de la enfermedad (Vissio, Aguero,
Raspanti, Odierno y Larriestra 2015).

La mastitis subclinica va a ocasionar una pérdida econdmica por una
disminucién de produccidén principalmente, valores de RCS por encima de
100.000 cel/ml genera una pérdida de 0.4 y 0.6 kg leche/dia para vacas
primiparas y multiparas respectivamente (Huijps, Lam y Hogeveen 2008).

En los casos de mastitis clinica (Pérez-Cabal, Yaici y Alenda, 2008) indicaron
que del costo total de un caso de mastitis el 74% corresponde al descarte de la
leche. También observaron que la mastitis clinica genera mayores pérdidas
econdmicas en vacas multiparas que en primiparas.
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4. REVISION BIBLIOGRAFICA

4.1 Definicion de Mastitis

La mastitis es una de las enfermedades mas importantes a nivel de predios
lecheros por su impacto a nivel econdmico (Halasa, Huijps, Jsteras y
Hogeveen, 2007), ocasionando pérdidas por disminucion en la produccion,
disminucién en la calidad de la leche, gastos en tratamientos y descarte de
animales, entre otros (Hogeveen y Jsteras, 2005).

Por definicién “La mastitis es la inflamacion de la glandula mamaria, que se
caracteriza por cambios fisicos, quimicos y microbiolégicos, ademas de
generar un aumento de células somaticas en leche y cambios patologicos en el
tejido mamario” (International Dairy Federation, 1987). Esta puede ser de
origen multifactorial, siendo la principal causa bacteriana, aunque puede
eventualmente presentarse por lesiones traumaticas o irritantes quimicos.

4.2 Clasificacion de mastitis

Desde el punto de vista clinico, la podemos clasificar en mastitis clinica y
mastitis subclinica. En la mastitis subclinica, existe una infeccion sin sintomas
aparentes de inflamacion local o afectacion sistémica, no se observan
alteraciones de la glandula mamaria ni en la leche, pero genera una reduccion
en la produccién lactea y altera su composicion, con aumento de células
somaticas (Hortet y Seegers, 1998; Koldeweij et al., 1999).

La mastitis clinica por su parte es aquella en la que, si vemos alguna
alteracion, ya sea en la vaca o en la leche y la podemos clasificar en tres
grados segun la gravedad de ésta (Schukken et al., 2011). Grado uno, cuando
se observan cambios en la leche; la misma puede presentar coagulos o
sangre, pero no se observan signos a nivel local en la glandula o a nivel
sistémico. Grado dos, cuando tenemos leche con los signos antes descritos,
pero ademas hay hinchazén o dolor en la glandula mamaria afectada; mientras
que un grado tres es cuando la leche se observa marcadamente anormal, hay
hinchazén o dolor a nivel local y hay signos sistémicos de la enfermedad como,
por ejemplo: temperatura = 39,5 °C, depresion marcada con inapetencia o
incapacidad para pararse y signos de deshidratacion (Schukken et al., 2011).

4.3 Patogénesis

La mastitis infecciosa se produce cuando las bacterias invaden el canal del
pezon y la glandula mamaria. Una vez que logran dicho proceso empiezan a
multiplicarse y en algunos casos a producir toxinas, que generan un dafo en el
tejido secretor de la leche.

Este dafio genera un proceso inflamatorio que lleva a un aumento en la
cantidad de leucocitos o células somaticas, lo que provoca una disminucién en
la calidad y cantidad de leche producida.

El esfinter del pezdn es la primera linea de defensa contra las infecciones, el
canal del pezon esta rodeado por un esfinter de musculo liso que tiene como

11



funcidn mantener el canal cerrado impidiendo que ingresen bacterias desde el
exterior.

En su interior el canal del pezon esta revestido con queratina y puede ser
dafiado por traumatismos produciendo una mayor susceptibilidad a la invasién
y multiplicacion bacteriana.

Luego del ordefie el esfinter del canal del pezdén puede permanecer
parcialmente abierto durante una a dos horas, permitiendo asi el ingreso de
patégenos hacia el canal del pezon. Los microorganismos que ingresan se
multiplican, liberan sus toxinas, generando dafio y provocando la liberacion de
mediadores inflamatorios por parte de las células inflamatorias (Harmon, 1994).
La gravedad de la respuesta inflamatoria depende de factores asociados al
huésped y al patégeno. En cuanto al patégeno los factores determinantes son
la especie bacteriana, la virulencia, la cepa y el tamano del inéculo de la
bacteria. En relacion a factores del huésped: la etapa de lactancia, la edad y el
estado inmunolégico del animal son claves (Green et al., 2002; Oliver y
Sordillo, 1988).

Las células inflamatorias presentes en la leche de cuartos sanos son
principalmente los macréfagos, estos secretan quimiocinas para reclutar gran
cantidad de células polimorfonucleares (neutrdéfilos principalmente) cuando hay
una infeccion, por lo tanto, son de gran importancia para hacer frente a la
enfermedad (Bradley, 2002).

Hablamos de que existe un proceso inflamatorio en la glandula mamaria
cuando por vaca o cuarto el RCS supera las 200.000 células/ml en animales
multiparas y 100.000 células/ml en primiparas, siendo estos valores bastante
inferiores a los exigidos por la normativa de nuestro pais para recibir leche en
industria (400.000 células /ml), lo cual indica que remitir leche a industria no
significa de por si que tengamos un rodeo sano. Es por esto que se considera
que los RCS superiores a los antes mencionados son indicativos de animales
enfermos (infectados) (Harmon, 1994; Schepers et al., 1997).

Cuando existe infeccién de la glandula mamaria por bacterias patdgenas se
produce una merma en la produccién de leche, ademas de cambios en la
composicion que varian de acuerdo a la intensidad y duracion de la infeccidn
(Harmon, 1994; Jones y Bailey, 2009).

Muchas veces el proceso infeccioso en la glandula lleva a la acumulacién de
leucocitos en grandes cantidades generando la formacion de coagulos
(agregados leucocitarios) y el tejido glandular puede sustituirse por tejido
cicatrizal, lo que lleva a una pérdida de la funcién de esa porcion de la
glandula. En otros casos la inflamacion es menor y puede producirse la
reparacion del tejido, recuperando la funciéon durante esa o en la proxima
lactancia (Harmon, 1994).

4.4 Clasificacion de microorganismos causantes de Mastitis

Dentro de las clasificaciones que podemos encontrar para los agentes
causantes de mastitis tenemos, patégenos mayores o menores; también se
pueden clasificar segun sus caracteristicas epidemiolégicas como; contagiosos,
ambientales, oportunistas y otros (Philpot y Nickerson, 1992). Sin embargo, se
ha visto que agentes clasificados como contagiosos, por ejemplo,
Staphylococcus aureus (S. aureus), también puede tener un reservorio
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ambiental, aunque de menor relevancia epidemioldgica (Roberson, 1999).
Otros autores también han indicado que esta clasificacion epidemioldgica no es
tan estricta ya que hay cepas con comportamiento diferencial dentro de mismas
especies de patdégenos (Zadoks y Fitzpatrick, 2009). La mastitis causada por
los patdégenos mayores tiene un impacto mucho mas marcado tanto en la
alteracion de la composicion de la leche (aumento de RCS), asi como también
un mayor impacto econémico (Schepers et al., 1997).

Se consideran patégenos mayores: S. aureus, Streptococcus spp., coliformes,
levaduras, Proteus spp., Pseudomona spp., Prothoteca spp., Bacillus cereus,
Nocardia spp., Gram negativos no coliformes, Trueperella pyogenes y
Klebsiella spp. Mientras que dentro de patdégenos menores se encuentran
Staphylococcus no aureus y Corynebacterium bovis (C. bovis), siendo la
infeccidn por estos microorganismos mas leve causando muchas veces una
inflamacion moderada, con aumentos de RCS de dos a tres veces mas que
una ubre sana. Los casos de mastitis dados por patdgenos menores son en
general menos asociados a mastitis clinicas (Harmon, 1994).

4.4.1 Microorganismos contagiosos

Los patdégenos contagiosos habitan y se multiplican en la glandula mamaria y la
piel del pezon, su transmisidén es de animal a animal principalmente durante el
ordefio. Dentro de ellos se destacan S. aureus, Streptococcus agalactiae (S.
agalactiae, C. bovis y Mycoplasma spp. (Saran y Chaffer, 2000).

Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus es un microorganismo Gram positivo clasificado como
un agente contagioso y suele ser el microorganismo mas prevalente en los
sistemas de produccion de leche (Barkema et al., 1998). La transmision se
produce principalmente a través de la maquina de ordefiar o las manos del
ordefiador y provocando principalmente infecciones subclinicas e infecciones
que a menudo se convierten en crénicas (Middleton, 2013; Zadoks, 2011). Esta
bacteria se agrupa en comunidades estructuradas, rodeadas y protegidas por
una matriz extracelular compuesta por un polisacarido (poli-N-acetil-B-(1,6)
glucosamina) formando los biofilms, esto facilita la colonizacion y proliferacion
de estas bacterias sobre diferentes superficies (Hulsen, Lam y Schukken 2013).

La ubre de la vaca en produccion es el principal reservorio de S. aureus, su
transmision es principalmente de vaca a vaca a través de la maquina de
ordefo, pero también se puede diseminar a través de las manos del ordefiador
y materiales que se utilizan para limpiar pezones, si son empleados en mas de
una vaca (Capurro et al., 2009).

Por otro lado, las moscas pueden funcionar como vectores del S. aureus,
transportandolo de un animal a otro (Owens, Oliver, Gillespie, Ray y Nickerson
1998).

En cuanto al tratamiento y las probabilidades de éxito del mismo juega un rol
fundamental la duracion de la infeccion, para incrementar las posibilidades de
éxito es indispensable la deteccion temprana de animales que requieren
tratamiento. A mayor edad de la vaca, mayor numero de cuartos infectados y
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duracion de la infeccion, o mayor sea el nivel de RCS antes del tratamiento,
menor es la probabilidad de cura (Barkema, 2006). Cuando existe formacion de
microabscesos, formacion de tejido cicatrizal en el tejido secretor y produccion
de biofilms, la tasa de respuesta a la antibioticoterapia y por tanto la curacién
disminuye considerablemente (National Mastitis Council 2019).

Para la prevencién de nuevas infecciones por S.aureus es muy importante, la
eliminacién de animales cronicos y la implementacion de medidas profilacticas
durante el ordefio (Almeida, 2014).

Streptococcus agalactiae

S. agalactiae es un coco Gram positivo y es una bacteria obligada de la
glandula mamaria, puede sobrevivir poco tiempo en el ambiente y en las
manos del ordefiador por lo que el momento del ordefio es el de mayor riesgo
para el contagio (Keefe, 2012; Saran y Chaffer, 2000). Las mastitis causadas
por este agente en general son resueltas a través de programas de higiene y
tratamiento del rodeo (Zadoks, 2011).

Una vez establecida la infeccion por S. agalactiae, el objetivo es su
erradicacion para la cual el tratamiento con antimicrobianos suele ser exitoso
ya que presenta alta susceptibilidad a los mismos (Keefe, 2012).

Una rigurosa higiene en el ordefio y la terapia de vaca seca, sumado a una
correcta bioseguridad para limitar la reintroduccion del agente, permiten reducir
o eliminar las infecciones en unos pocos afios, mientras que las vacas que son
refractarias al tratamiento deben ser eliminadas (Keefe, 2012).

Esta bacteria produce reduccién en la producciéon ya que genera destruccion
del tejido secretor. En muchos establecimientos con presencia de S. agalactiae
se evidencia recuentos celulares de tanque elevados con pocos casos clinicos
(United States Department of Agriculture, 2008).

Se debe sospechar de mastitis causada por S. agalactiae cuando en el
establecimiento o en la vaca el RCS comienza aumentar y se mantiene alto en
niveles de 1.000.000 cél/ml o mayores (NMC, 2011).

Corynebacterium bovis

C. bovis es considerado como patdégeno menor contagioso; causa inflamacion y
RCS elevados entre 2 a 3 veces por encima de los valores de un animal sin
infeccidén. Su principal reservorio es la glandula mamaria o el canal del pezoén, y
su transmision es principalmente de vaca a vaca. Los cuartos infectados con
este patdgeno serian mas resistentes a infecciones naturales posteriores por
patdbgenos mayores, como estreptococos y S. aureus (Rainard y Poutrel, 1988).
Esta bacteria no es frecuentemente la causa de elevados recuentos de células
somaticas en el tanque, tampoco de marcados cambios en la composicién de
la leche o gran disminucién en la produccion lactea y es altamente prevalente
cuando existe un deficiente sellado post ordefie. (Harmon, 1994).

Mycoplasma spp.

Los Mycoplasmas son bacterias que carecen de pared celular, por lo que los
cuadros de mastitis causados por esta bacteria no responden muchas veces al

14



tratamiento con antibidéticos que bloquean la sintesis de la pared celular
(ejemplo los betalactamicos). Pueden presentarse como casos clinicos agudos,
afectando mas de un cuarto mamario, pero también pueden darse casos
subclinicos y cronicos (Calvinho y Neder, 2013).

Mycoplasma spp reside comunmente en el tracto respiratorio y urogenital del
individuo, es por esto que las vias de transmision entre animales son muy
amplias. Los animales afectados y que no responden al tratamiento deben ser
separados de los sanos, para evitar su propagacion y mantenimiento en el
establecimiento (United States Department of Agriculture, 2008).

No existe un antibiético intramamario aprobado que sea eficaz contra esta
bacteria (Janus, 2009).

4.4.2 Microorganismos Ambientales

Dentro de los patdgenos de origen ambiental que causan mastitis tenemos
bacterias Gram negativas, las mas frecuentes son Escherichia coli (E.coli),
Klebsiella spp., Enterobacter spp., Pseudomona spp y Proteus spp., y bacterias
Gram positivas como, Streptococcus uberis (S. uberis) y Streptococcus
dysgalactiae (S. dysgalactiae) principalmente, siendo que estos ultimos se
puede comportar como ambientales o contagiosos (Philpot y Nickerson 1992;
Saran y Chaffer, 2000; Smith y Hogan, 1995).

La fuente de infeccién para estos agentes son las camas, estiércol, agua
estancada restos de fardos y silos (Saran y Chaffer, 2000).

El control de mastitis causadas por patdégenos ambientales se logra mediante
una higiene durante el ordefio y eliminacion/control de reservorios en el medio
ambiente donde habita la vaca con el objetivo de reducir la exposicion de las
vacas a estos agentes (Almeida, 2014).

Escherichia coli

Escherichia coli es un patdgeno ambiental causante de mastitis, clinicamente la
enfermedad puede presentar distintos grados de severidad, pudiendo ser fatal,
hiperaguda, aguda, recurrente clinica y hasta llegar a ser subclinica. La
presentacion mas comun es en las primeras etapas de la lactacién, la infeccion
por microorganismos como E. coli se contrae principalmente entre los ordefios,
es decir que a diferencia de los patégenos contagiosos, se adquiere fuera de la
sala de ordefie (Chaffer, 1999). La cama, humedad, barro y estiércol, son
reservorios comunes de E.coli (Ruegg, 2012).La mastitis ambiental es
controlada reduciendo la exposicidén de las puntas de los pezones a patégenos
(higiene ambiental) o al maximizar la resistencia de las vacas para una nueva
infeccion (Smith y Hogan, 1995).

Streptococcus uberis

Esta bacteria es frecuentemente tomada del ambiente, pero después puede ser
transmitida entre vacas. Varios factores de virulencia como factores anti
fagociticos permiten infectar y multiplicarse en la glandula mamaria, adherirse e
invadir el tejido mamario, este agente tiene gran importancia tanto en sistemas
estabulados como semipastoriles con plazas de alimentacion (Saran y Chaffer,

15



2000).La tasa de nuevas infecciones es superior durante las 2 semanas
posteriores al periodo seco y las dos anteriores al parto; también se ha visto un
incremento en las infecciones en vacas mas viejas en relacion a las vaquillonas
(Radostitis, 2002).

Streptococcus dysgalactiae

Es una bacteria que se la considera contagiosa, habita en la glandula mamaria,
pero también sobrevive en el medio ambiente, por lo tanto, se la incluye en la
clasificacion de los agentes causantes de mastitis en ambos grupos
(contagiosos y ambientales) (Chaffer, 1999).

Las vacas en lactancia temprana y durante el periodo de secado temprano son
las que tienen mayor riesgo de infeccion, producto del estrés y la
inmunosupresion. Sin embargo, las vacas de alta produccién parecen no tener
mayores riesgos que las de baja produccion (Petersson-Wolf y Currin, 2012).

4.4.3 Microorganismos oportunistas

Dentro de este grupo se incluye mas de 20 especies de estafilococos
diferentes al Staphylococcus aureus, que se conocen como Staphylococcus no
aureus, son también llamados patdégenos menores (Philpot y Nickerson, 1992).
Estos agentes se encuentran en la piel de ubre, pezones y en las manos de los
ordefiadores, siendo una fuente de infeccion constante, dicha ubicacién
permite colonizar el canal del pezén y penetrar en los tejidos de la ubre (Philpot
y Nickerson,1992; Saran y Chaffer, 2000).

La prevalencia es mayor en vacas de primera lactancia en relacién a vacas
mas viejas, y también se da mas frecuentemente inmediatamente después del
parto (NMC, 1998).

Las infecciones por Staphylococcus no aureus, en general son subclinicas o
clinicas leves, y en comparacion con los patdgenos mayores, producen una
leve o moderada elevacion del recuento de células somaticas individuales
(Philpot y Nickerson, 1992). Mientras que solamente de existir una gran
proporcion de cuartos infectados frecuentemente con Staphylococcus no
aureus puede constituir un importante factor en el alto recuento celular en el
tanque (Dufour, 2012).

4.4.4 Otros microorganismos

Son microorganismos causantes de mastitis menos frecuentes, y normalmente
actuan debido a inadecuados procedimientos de tratamientos y/o
caracteristicas del ambiente donde se encuentran las vacas. Ejemplos de este
grupo son; Pseudomona aeruginosa, Trueperella (Actinomyces) pyogenes,
Nocardia Spp, levaduras (Candida spp.), Bacillus spp., Serratia spp.,
Pasteurella spp y Prototheca spp. (Philpot y Nickerson, 1992).
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4.5 Microrganismos causantes de Mastitis en Uruguay

La etiologia de la mastitis puede ser variable entre paises de una region,
pero también dentro de una misma nacion; ya que influyen factores como raza
o biotipo lechero, nivel productivo del sistema, sistema de produccion
(estabulado o pastoril), manejo y factores medioambientales como, por
ejemplo: temperatura y humedad (Olde Riekerink, Barkema, Kelton y Scholl,
2007).

Los agentes causantes de mastitis pueden ser distintos tipos de
microorganismos, pero los patdégenos mas comunes en Uruguay son bacterias
dentro de las cuales se destacan S. aureus, coliformes, estreptococos y
enterococos de origen ambiental. En todos los estudios realizados hasta el
momento en nuestro pais el agente mas prevalente es S. aureus, provocando
infecciones con gran tendencia a la cronicidad y baja tasa de curacion (De
Torres et al., 2014; Gianneecchini et al., 2002; Gianneechini et al., 2014,
Larumbe y Vidart, 2016). En un estudio realizado en la region Litoral Oeste de
Uruguay por Gianneechini et al., 2002, se determind una prevalencia de
mastitis subclinica del 54,2%; donde S. aureus fue el patdgeno mas prevalente,
seguido por Staphylococcus no aureus, Str. uberis, Str. dysgalactiae, Str.
agalactiae y Enterococcus sp. También S.aureus fue el patdbgeno mas
frecuentemente encontrado en casos de mastitis clinica en un 27,8 %, seguido
por S. dysgalactiae con 18,1% (Gianneechini et al., 2014). Si bien existen otros
agentes como: Pseudomonas spp., Trueperella pyogenes, Serratia spp.,
Levaduras, Prototheca spp, etc, estos no son tan frecuentemente encontrados
y generalmente se trata de casos individuales (Larumbe y Vidart, 2016).

4.6 Diagnéstico de Mastitis

El diagnostico de la mastitis cuenta con dos etapas, la primera es conocer si
existe la enfermedad presente en la ubre de los animales y en segundo lugar
reconocer cual es el agente causante (Ashraf e Imran 2018).

Dependiendo de la presentacion de la enfermedad, se puede presentar una
mastitis clinica en la que vamos a observar sintomas con alteracion
principalmente a nivel de la ubre y de la leche, mientras que en la mastitis
subclinica no se haran presentes estas alteraciones.

El diagndstico temprano de la mastitis subclinica y cuales son los
microorganismos que la estan causando son de gran importancia para evitar el
contagio y tomar decisiones en cuanto a medidas de control y tratamientos
(Cantekin, Ergln, Dogruer, Saribay y Solmaz 2015).

Para el correcto diagnostico de esta enfermedad contamos con diferentes
técnicas las cuales nos van a permitir realizar un correcto tratamiento y control
de la misma.

4.6.1 Recuento células somaticas (RCS)

Es el método de referencia a nivel mundial para evaluar la calidad sanitaria de
la leche, tiene buena sensibilidad y especificidad para detectar mastitis
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subclinicas (Schalm, Carroll y Jain 1971). Esta técnica se realiza mediante la
extraccion de leche, del tanque (del rodeo) de una muestra compuesta de los 4
cuartos de la vaca o por cuarto. Un rodeo sano es aquel que tiene no mas del
15% de las vacas con RCS por encima de 200 mil cels/ml (Ruegg, 2010). Para
el caso de una vaca, asi como para una muestra por cuarto, recuentos de
células somaticas por encima de 200.000 cels/ml nos estara indicando una
inflamacion de la ubre. Las células somaticas consisten principalmente de
células epiteliales, macrofagos, linfocitos y neutrofilos. En animales sanos
existe una mayor proporcibn de macrofagos, mientras que en cuartos
infectados aumentan marcadamente la proporcion de neutréfilos (Khan y Khan
2006), siendo el principal factor que provoca estas variaciones la inflamacién
del tejido mamario (Reneau, 1986).

Para realizar el recuento se utilizan diferentes métodos como recuento
microscopico directo mediante tincion con azul de metileno, contador de
Coulter y recuento de células electrénico fluoro-6ptico por citometria de disco o
de flujo. Este ultimo es el mas utilizado a nivel comercial y nos permite
realizarlo tanto en leche fresca como en leche conservada (Ashraf e Imran
2018).

4.6.2 California Mastitis Test (CMT)

Esta es una prueba indirecta muy utilizada que nos ayuda a nivel de campo a
diagnosticar la mastitis subclinica, contando con la ventaja de ser de bajo costo
y resultado inmediato (Gémez, Santivainez, Arauco, Espezua y Manrique 2014).
Para esta técnica, previo al ordefie, se colocan 2 ml de leche aproximadamente
de cada uno de los cuartos de la ubre, dentro de la paleta para CMT, la cual
cuenta con cuatro pocillos, uno para cada cuarto. Luego se agrega un reactivo,
el cual contiene un detergente y un indicador de pH, este va a lisar las células
somaticas presentes en la leche, generando asi se libere el material genético y
produciéndose la gelificacion de la muestra. En base a esta gelificacion es que
se va a puntuar la muestra, utilizando una escala de cinco puntos, en la cual el
0 equivale a un recuento de células somaticas menor a 200.000 cels/ml. Los
otros puntos de la escala son trazas, 1, 2y 3 en el que cada punto corresponde
a un mayor recuento de células somaticas.

4.6.3 Cultivo Bacteriano

El cultivo microbiolégico de la leche, asociado con técnicas bioquimicas es el
método de referencia actual para la identificacion de microorganismos
causantes de mastitis. Sin embargo, es un método que tiene diferentes
dificultades en cuanto a logistica y al tiempo necesario para obtener un
diagnostico, pudiendo variar de 3 a 5 dias (Lago, Godden, Bey, Ruegg, y Leslie
2011).

Si bien el cultivo de leche clasico es la prueba estandar para el diagndstico de
mastitis, este tiene varias desventajas, una de ellas es que el crecimiento de
microorganismos in vitro puede verse afectado por presencia de residuos de
antibidticos, ademas de que, si la carga microbiana es baja, por ejemplo, en
casos de mastitis subclinicas, hay grandes posibilidades de obtener un
resultado falso negativo (Cantekin et al., 2015).
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Aproximadamente el 30% de los casos de mastitis no se pueden diagnosticar
mediante cultivo porque solo se pueden detectar los patdogenos viables que
crecen en los medios de cultivo convencionales; por lo tanto, existe una alta
tasa de resultados que no arrojan crecimiento en el cultivo, pero esto no indica
qgue no haya presencia de bacterias (Ashraf e Imran, 2018).

Gianeechini et al., 2002 colectaron muestras de leche de 40 casos clinicos de
mastitis en un mes de un total de 3351 vacas secas, en ordefie y vaquillonas a
parir, donde obtuvieron para los casos de mastitis clinica un 32,5% de los
cultivos bacteriologicos sin crecimiento. Este resultado no es diferente al
obtenido por Giovannini, Piccinini y Zecconi (2000) y Miltenburg et al. (1996)
con un 38% y 27% respectivamente de muestras sin crecimiento. Estos
resultados pueden ser explicados por varias razones: 1) una curacion
bacteriolégica espontanea, 2) la presencia de muy pocas bacterias viables, 3)
la inhibicion de las bacterias por los antimicrobianos, 4) que las bacterias
mueran antes del cultivo y 5) presencia de leucocitos en leche (Gillespie y
Oliver, 2005).

En este sentido ya ha sido reportado que S. aureus es liberado de la glandula
mamaria de manera intermitente, comenzando la infeccion con una alta carga y
variando a muy baja durante toda la enfermedad. Esto lleva a que la
sensibilidad del cultivo de una sola muestra de cuarto de leche para determinar
el estado infeccioso de un cuarto en cualquier momento de las infecciones sea
del 75%, ademas, la congelacién de las muestras de leche influye en la
capacidad de aislar bacterias especificas (Sears, Smith, English, Herer y
Gonzalez 1990).

El cultivo nos permite identificar al agente que se encuentra causando la
mastitis, lo cual es una gran ventaja a la hora de tomar decisiones sobre el
tratamiento, prevencién del contagio de los animales y en cuanto a descarte de
animales (Ashraf e Imran 2018).

Una alternativa al cultivo bacteriano convencional, con el fin de reducir los
tiempos necesarios para obtener un diagndstico y asi lograr tomar decisiones
en cuanto a prevencion y control de la enfermedad es el Cultivo en Tambo.
Esta técnica permite a los operarios de los tambos extraer las muestras de
leche a vacas con mastitis clinica para luego sembrarlas en un medio de cultivo
determinado. Esta técnica permite minimizar al extremo los tiempos requeridos
para el envio de muestras y evitar el congelado de las misma ya que se
siembran en el propio tambo. Un ejemplo de esta herramienta es la Biplaca de
Minnesota la cual es una placa de Petri dividida en dos, en la cual una mitad
tiene como medio de cultivo el agar p, y la otra mitad agar McConkey, esto se
basa en el uso de medios de cultivos que favorezcan de un lado el crecimiento
de bacterias Gram positivas (agar p), y en la otra mitad de la placa el
crecimiento de bacterias Gram negativas (agar McConkey) (Bouman 2021).
Luego de realizado el cultivo de la muestra de leche, la placa es incubada en
una estufa a 37°C durante 24 horas para permitir el crecimiento bacteriano y
luego realizar la lectura de la placa. Con esta informacién que nos brinda la
placa es que se toma la decision sobre el tratamiento, los animales que
presenten cultivos con crecimiento de bacterias gram positivas deberan ser
tratados, mientras que los que unicamente presentan crecimiento de bacterias
gram negativas no seran tratados ya que normalmente en un plazo de uno a
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cinco dias los sintomas de mastitis tienden a desaparecer (Garcia, Fidelis,
Freu, Granja y Veiga 2021).

Otra opcion interesante para utilizar en el cultivo en tambo, es el medio de
cultivo cromogénico, el cual nos permite en base al color de las colonias
diferenciar entre diferentes bacterias, sin la necesidad de pruebas bioquimicas
y de una manera rapida como lo permite también el cultivo en tambo. Este
medio de cultivo obtiene mejores resultados en cuanto a sensibilidad,
especificidad y precision con respecto a otros métodos de cultivo bacteriano
rapido como el de Biplaca de Minnesota mencionado anteriormente (Garcia et
al., 2021).

Segun Ganda, Bisinotto, Decter y Bicalho (2016), los medios cromogénicos
presentaron 100% de sensibilidad y 99,8% de especificidad para la
identificacién de S. aureus en muestras de leche con mastitis clinica.

Mientras que Garcia et al. (2021) obtuvieron una sensibilidad de 89,1% y
especificidad 96,3% para S. agalactiae / dysgalactiae en muestras de leche con
mastitis subclinica, y una sensibilidad de 90,5% con especificidad de 92,5%
para S. uberis.

Hay que destacar dentro de las limitaciones del cultivo on-farm que la lectura
visual de las colonias y la identificacion presuntiva de los patdgenos requieren
de una capacitacion previa y ademas es recomendable que sea realizada
siempre por la misma persona (Garcia et al., 2021).

4.6.4 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Esta técnica molecular permite detectar la presencia de material genético del
patdgeno de una forma rapida y confiable, ya que, partiendo de muestras de
leche, se realiza la extraccion de ADN bacteriano el cual posteriormente se va a
amplificar para obtener un resultado positivo o negativo a la presencia del
patogeno (Britten, 2012). La PCR, como técnica de diagnostico, permite el
reconocimiento de los patégenos presentes con mayor rapidez, sensibilidad y
especificidad en comparacion con el cultivo bacteriano, convirtiéndose en una
excelente herramienta para el diagndstico de grandes cantidades de muestras
de leche (Cantekin et al., 2015).

4.7 Prevencién y control de mastitis

Para un control efectivo y prevencion de la mastitis, es crucial seguir la rutina
de ordefie adecuada, prestando especial atencion al sellado post ordefio.
Ademas, se recomienda realizar chequeos regulares de la maquina
ordefiadora. Es fundamental detectar y tratar de manera inmediata la mastitis
clinica en las vacas, asi como descartar aquellas con mastitis crénicas.
Finalmente, se debe aplicar terapia intramamaria con antibiéticos a las vacas al
momento del secado. Estas medidas, conocidas como el plan de 5 puntos de
Neave et al., (1969), son clave para el manejo 6ptimo de la mastitis en ganado
lechero. Estos puntos alcanzan el control de patégenos contagiosos, siendo
ineficiente a la hora de la prevencion de la mastitis por patdgenos ambientales
(Cheng y Han 2020), por lo que fue necesario extender este plan a 10 puntos
con el fin de lograr medidas que prevengan y controlen el contagio por
patdgenos ambientales (Azambuya et al., 2022). La higiene durante el ordefie y
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entre un ordefie y el siguiente es uno de los factores de mayor relevancia para
la prevencion de mastitis. Se observd que correctas estrategias de higiene,
sobre todo al finalizar el ordefie logran disminuir la aparicion de nuevas
infecciones aproximadamente a la mitad (Neave, Dodd, Kingwill y Westgarth
1969).

El reconocimiento de los patdégenos es de suma importancia para saber si es
necesario tratar o no, asi como también tener conocimiento de la epidemiologia
del predio y contar con protocolos establecidos ya que la mastitis es la causa
mas frecuente para el uso de antibidticos en los predios lecheros, donde un
80% de los antibidticos utilizados fueron para el tratamiento o prevencién de la
mastitis, lo cual genera gran preocupacion en cuanto a residuos de antibiéticos
en los alimentos de origen animal y al desarrollo de resistencia a estos por
parte de las bacterias (Lago et al., 2011).

Con respecto a los protocolos para el tratamiento, la aplicacion de éstos de
forma practica y sencilla para que puedan ser facilmente implementados por los
operarios en los predios lecheros, llevaria a una mejor eleccion del antibiético a
utilizar, su dosis y el tiempo necesario que debe ser administrado, lo cual
ayudaria a reducir la seleccion de bacterias resistentes (Raymond, Wohrle, y
Call 2006).

Para el tratamiento de mastitis clinica durante la lactancia, es preferible el uso
de antibidticos de espectro reducido, que sean lo mas especificos posible para
los patdégenos presentes. Las vias de administracion pueden ser via sistémica,
intramamaria o una combinacién de éstas, deberan tener una duracién de al
menos 3 dias y se recomienda extenderlos en los casos de mastitis causadas
por S. aureus 'y S. uberis, lo cual mejora las tasas de cura. En cambio, no es
recomendable tratar la mastitis subclinica durante la lactancia ya que tiene muy
poca eficacia y no existe una diferencia importante en la cura cuando se decide
tratar o no este tipo de mastitis (Pyorala, S. 2009).

El mejor momento para el tratamiento de la mastitis subclinica es cuando se
realiza el secado de las vacas, donde vamos a observar una mejor tasa de
curacion, ademas ayuda a la regeneracion del tejido dafnado de la ubre,
previene nuevas infecciones intramamarias durante este periodo y reduce la
incidencia de mastitis clinica inmediata al parto, sin dejar de lado que al tratar la
vaca en este periodo no vamos a tener descarte de leche (Philpot, 1979).

Al secar la ubre se pueden tratar todos los cuartos o seleccionar algunos de
estos a tratar, para realizar un tratamiento selectivo es necesario un diagnostico
de mastitis subclinica de cada cuarto, por lo que suele utilizarse generalmente
el tratamiento de todos los cuartos, este ultimo es una buena eleccion ya que
es eficaz en la prevencion de nuevas infecciones intramamarias (Philpot, 1979).
El tratamiento al iniciar el periodo seco no solo es eficaz en la prevencion de
nuevas infecciones, sino que también puede eliminar el 70% de las infecciones
por streptococcus ambientales (Khan y Khan 2006).

5. HIPOTESIS

Muestras de leche de vacas con mastitis clinica que no tuvieron crecimiento en
el cultivo mediante técnicas tradicionales en tambo pueden resultar positivas si
se utiliza otra técnica diagndstica.
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo General:

Evaluar el uso de PCR tiempo final para el diagnéstico de muestras de leche
con mastitis clinica que presentaron cultivo sin crecimiento mediante técnicas
tradicionales en tambo.

6.2 Objetivos Especificos:

1. Protocolizar la extraccion y cuantificar ADN bacteriano a partir de muestras
de leche sin crecimiento en el cultivo.

2. Establecer un diagndstico mediante PCR tiempo final de las muestras de
leche sin crecimiento y determinar la frecuencia de Staphylococcus aureus,
Streptococcus dysgalactiae y Streptococcus uberis o infeccion mixta en las
mismas.

3. Estudiar las caracteristicas en cuanto a numero y etapa de lactancia de las
vacas cuyas muestras no presentan crecimiento, pero son positivas a la
PCR tiempo final.

4. Estudiar la evolucién clinica de las vacas cuyas muestras no presentan
crecimiento en el cultivo y son positivas al diagnoéstico por PCR.

7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Muestras a analizar

Se analizaron un total de 153 muestras de leche procedentes de cuartos
individuales de 153 vacas diagnosticadas con mastitis clinicas y sin crecimiento
en el diagndstico por cultivo clasico en el tambo. Estas muestras fueron
obtenidas de un predio comercial que cuenta con un rodeo aproximado de
6000 animales y se extrajeron durante el ordefie por los tamberos
correspondientes, quienes previamente fueron capacitados por el veterinario
del establecimiento para dicha actividad.

Los casos de mastitis clinica fueron determinados mediante “despunte” de
cada pezén observando las caracteristicas de esa leche (grumos, sangre) y
signos de inflamacion de la ubre (temperatura, dolor, tumefaccién, rubor,
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edema). Las muestras de leche obtenidas a lo largo del mes de noviembre
2022, se remitieron congeladas al laboratorio de microbiologia de la Facultad
de Veterinaria en el mes de diciembre de 2022, junto con datos sobre los
animales que incluian: dias en leche, numero de lactancia y si habian sido
tratados a las 72hs de realizado el cultivo. También se incluyeron en el estudio
20 muestras de leche de vacas clinicamente sanas del mismo lote que las que
tenian cultivo negativo.

7.2 Extraccion de ADN de las muestras de leche

La extraccion de ADN bacteriano se realizd utilizando el kit comercial
GenEluteTM Bacterial Genomic DNA Kits Sigma-Aldrich siguiendo las
especificaciones del fabricante con el agregado de lisozima para una buena
degradacion de la pared bacteriana. Previo a la extraccion se colocaron 2 mL
de leche en un microtubo, el cual se centrifugd a 13.300 rpm por 5 minutos
para descartar la grasa y el suero. El pellet obtenido fue lavado con 1000 pL de
suero fisioldgico las veces necesarias hasta observar un sobrenadante claro,
asegurando que toda la grasa fue retirada. El pellet obtenido se resuspendi6 en
200ul de solucion Buffer para Gram (+) y luego se le agregd solucion de
lisozima. Luego de realizado este paso se incubd durante 60 minutos a 37°C,
agitando cada 15 minutos, con el objetivo que se produzca la lisis de la pared
bacteriana. Transcurrido este tiempo, y verificando se haya producido una
correcta lisis, se procedié a agregar 20uL de RNasa A, e incubar durante 2
minutos a temperatura ambiente, esta enzima hidroliza el ARN lo que nos
permiti® obtener un ADN mas puro. Con este mismo objetivo es que
posteriormente se agregd 20uL de proteinasa K, utilizada para la escisién de
proteinas de la muestra, ademas en este paso se agregd 100uL de solucion de
lisis C para luego incubar a 55°C durante 10 minutos, en esta instancia debia
de formarse una mezcla homogénea para una correcta lisis. A este lisado se le
agregd 100uL de etanol (95-100%) helado para precipitar el ADN. Luego el
lisado se transfirid a la columna de extraccion y se centrifugd a 6500g durante
1 minuto, posteriormente se descartd el microtubo quedandonos con la
columna que contiene el filtro, colocandola en uno nuevo.

Posteriormente se realizaron los lavados y centrifugados correspondientes
segun las indicaciones del fabricante.

Para eluir el ADN se agregaron 50uL de agua ultrapura libre de ADN asa y
RNAsas directamente en el centro de la columna, luego se incubé a 37°C
durante 15 minutos para luego centrifugar a 6500g por 1 minuto, obteniendo
asi el ADN extraido.

La pureza y concentracion del ADN obtenido fueron evaluadas mediante
NanoDropTMOne (Thermo ScientificTM) y los extractos se conservaron a -20-C
hasta su posterior utilizacion.

7.3 Deteccidn de S. aureus, S. dysgalactiaey S. uberis en las muestras de
leche.

Para la deteccion de los tres patdogenos en las muestras de leche se utilizo la
técnica de PCR tiempo final. En la Tabla 1 se observan los primers utilizados
para la deteccién de S. aureus, los que han sido publicados por Gillespie y
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Oliver. (2005) y para la deteccidén de S. uberis y S. dysgalactiae los publicados
por Diana et al. (2024). Para todas las reacciones de PCR, se prepararon
mezclas con un volumen total de 25 uL, que incluyeron 12.5 yL de master mix
(NZYTaq Il 2x Green Master Mix), 1 yL de cada primer a 10 mM, 9.5 pL de
agua sin DNasa ni Rnasa y 50 ng de ADN. Las reacciones de PCR se
ejecutaron en un termociclador Corbett CG-1 Palma con el siguiente programa:
una etapa inicial de desnaturalizacién a 95°C durante 4 minutos, seguida de 30
ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 60°C, y 30 segundos a 72°C, y una
extension final de 5 minutos a 72°C. La verificacidn del fragmento amplificado
se llevé a cabo mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% en buffer TAE,
cargando 5 uL del marcador de peso molecular GeneRuler 100bp de Thermo
Scientific en el gel. La electroforesis se efectué a 100V por 45 minutos y los
fragmentos de ADN se visualizaron tras la tincion con SYBR Green Safe DNA
gel stain de Invitrogen y exposicion a luz ultravioleta (UV)

Tabla 1: Primers utilizados para la identificacion de S. aureus, S. dysgalactiae y S. uberis
mediante PCR.

Especie Primers Sequencia (5’-3’) Amplicén(pb)
Sa-F TCAACGATATTCTTCACGACTAA
S. aureus 160
Sa-R CCAGCTTCGGTACTACTAAAG
Sd. hyp_F CCAGCGACAACCCTAGGACC
S. dysgalactiae 161
Sd. Hyp_R  GAGATCGGCGTCTACTTGACTCAG
Su.
mutS_F CATTGAACCTCGTGCCTT
S. uberis 158
Su.
mutS_R CTAGATGTCCCAAAAGCCAT

7.4 Analisis de datos

El registro de datos obtenidos se realizé en una hoja de calculo Excel, donde a
cada muestra obtenida del tambo se le asigndé un numero del 1 al 153 y se
indic6 si cada una fue positiva o negativa a cada uno de los agentes
estudiados. También se registro si esos animales tuvieron que ser tratados con
antimicrobianos luego 72 hs porque continuaban con los signos clinicos o si
curaron clinicamente. Por otro lado, se evalué si cada especie estaba
sobrerrepresentada en muestras donde se identificaba de manera exclusiva,
con respecto a las muestras en las que se detectaba junto a los otros grupos
analizados. Para determinar la significancia del enriquecimiento, se aplico el
Test de Fisher, estableciendo un valor umbral de p<0,05. Posteriormente se
comparo la distribucidn de cada grupo detectado en las muestras de vacas que
resolvieron la infeccion antes de las 72 hs y las que no la resolvieron mediante
el Test de Fisher, a su vez también se evalué mediante X2 la distribucién de los
diferentes patdgenos en relacién a los dias en leche y numero de lactancia en
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el que se encontraban los animales al momento de obtener la muestra,
considerando solo aquellas muestras en las que la identificacién fue exclusiva
de un agente.

8. RESULTADOS

8.1 Extraccion de ADN

Al realizar la extraccion de ADN bacteriano de las muestras de leche fue
posible obtener grandes cantidades de ADN con un promedio de 250 ng/ul y
una pureza medida en la relacién 260/280 entre 1,6 y 2,0. Se pudo protocolizar
el método de extraccion de ADN bacteriano a partir de muestras de leche.

8.2 Deteccidn de S. aureus, S. dysgalactiaey S. uberis por PCR

La técnica de PCR utilizada ya se encontraba puesta a punto para los agentes
estudiados, para el caso de S. dysgalactiae y S. uberis fue puesta a punto por
Diana et al., (2024), y para S. aureus por Gillespie y Oliver. (2005)

Todos los resultados obtenidos tuvieron controles tanto negativos como
positivos que arrojaron los resultados esperados, también se obtuvieron los
tamafos de banda esperados para cada agente. (S. aureus 160 Pb, S.
dysgalactiae 161 Pb 'y S. uberis 158 Pb).

500 pb

200 pb S. aureus

160 pb

Figura 1. Corrida en gel de electroforesis para PCR de S. aureus. Carril 1: marcador
de peso molecular. Carril 2: control positivo (ATCC 6538 S. aureus), confirmando la
eficacia del ensayo. Carriles 3, 4 y 5: muestras positivas para la presencia de S.
aureus. Carril 6 y 7: muestras con resultado negativo para la presencia de la bacteria.
Carril 8: control negativo, que asegura la ausencia de contaminacion en el proceso.
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500 pb

200 pb S. dysgalactiae

160 pb

Figura 2. Corrida en gel de electroforesis para PCR de S. dysgalactiae: Carril MPM:
corresponde al marcador de peso molecular. Carril 1 a 8 y 10 a 14: muestras que
arrojaron resultado positivo a la presencia de S. dysgalactiae. Carril 9: muestra con
resultado negativo para la presencia de S. dysgalactiae. Carril 15: control negativo con
agua DEPC. Carril 16: control positivo (ATCC 12394 Str. dysgalactiae).

500 pb

S. uberis
158 pb

Figura 3. Corrida en gel de electroforesis para PCR de S. uberis. MPM: marcador de
peso molecular. Carril 1: corresponde al control positivo (ATCC 9927 S. uberis). Carril
2: control negativo. Carril 3 a 7: muestras que dieron positivo para la presencia de S.

uberis.

200 pb

De las 153 muestras de leche analizadas el 62.1% (95), dieron positivas a la
presencia de alguno de los agentes infecciosos estudiados en este trabajo
mientras que el 37.9% (58) mostraron resultados negativos (Figura 4).
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@ Positivas @ Negativas

Figura 4: Porcentaje de muestras negativas y positivas a Staphylococcus aureus,
Streptococcus dysgalactiae y Streptococcus uberis por técnica de PCR.

Staphylococcus aureus (Sa) se detectd en 59 de las 153 muestras analizadas,
siendo el agente que se presentd con mayor frecuencia (38.6 %). En 30 de
estas muestras se encontraba como unico agente y en las restantes 29
acompafado de alguno de los otros agentes estudiados. Para Streptococcus
dysgalactiae (Sd) se obtuvieron 54 muestras positivas (35.3%), en 25 de ellas
se encontré6 como unico agente, en las restantes 29 muestras se encontrd
asociado con otro patégeno. Por su parte Streptococcus uberis (Su) fue
detectado en 15 muestras (9.8%), de las cuales en 8 se encontré de forma
aislada y en 7 en conjunto con otro de los patégenos estudiados.

60
54

45

30
15

15

0
Sa Sd Su

Figura 5: Cantidad de muestras positivas para cada patdégeno, Staphylococcus aureus
(Sa), Streptococcus dysgalactiae (Sd), Streptococcus uberis (Su), sin distinguir si se
encuentra de forma aislada o asociados a otros agentes.
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8.2.1 Muestras positivas a Staphylococcus aureus

De las 59 muestras que arrojaron resultado positivo a Staphylococcus aureus,
30 de ellas fueron detectadas de forma exclusiva, 25 se presentaron junto a
Streptococcus dysgalactiae, 3 junto a Streptococcus uberis, y solo 1 de las
muestras se detecto junto a ambos (Figura 6).

30 30
23
15

8

3
[ ] 1
0 [
Sa Sa+Sd Sa+Su Sa+Sd+Su

Figura 6. Muestras positivas a S. aureus en las que se detecta como unico patégeno o
asociado a otro patégeno.

8.2.2 Muestras positivas a Streptococcus dysgalactiae.

Por su parte de las 54 muestras positivas a S. dysgalactiae, 25 de estas
presentaron unicamente este patdgeno, en igual numero (25) se obtuvo la
presencia de S. dysgalactiae junto a S. aureus, por su parte 3 muestras
revelaron la presencia conjunta de S. dysgalactiae y S. uberis, mientras que
solo 1 muestra arroj6 la presencia de forma conjunta de S. aureus, S.
dysgalactiae y S. uberis (Figura 7).
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Figura 7. Cantidad de muestras positivas a S. dysgalactiae en las que se presenta
como unico patégeno y en las que se encuentra asociado a uno o mas patégenos.

8.2.3 Muestras positivas a Streptococcus uberis.

En relacién con las muestras positivas a S. uberis, 8 mostraron exclusivamente
la presencia de S. uberis, 3 presentaron la presencia tanto de S. uberis como
de S. aureus, otras 3 evidenciaron la presencia conjunta de S. uberis y S.
dysgalactiae, por ultimo, se obtuvo 1 muestra que presento las tres especies
bacterianas de forma conjunta (Figura 8).

8
6
4
3 3
I I 1
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Su

Su+Sa Su+Sd Sa+Sd+Su

N

Figura 8. Numero de muestras positivas a S. uberis en las que se presenta como
unico patdégeno y en las que se encuentra asociado a uno o mas patdégenos.
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8.3 Patégenos detectados relacionado a numero lactancia y dias en leche

De los animales muestreados, 32 (20.9%) de ellos estaban en su primera
lactancia, 40 (26.1%) en su segunda y 81 (53%) estaban en una tercera
lactancia o0 mas. En cuanto a los agentes, de los animales que resultaron
positivos a S. aureus (59) en nuestro estudio el 22% (13) se encontraban en
primera lactancia, el 27,1% (16) en segunda lactancia y el 50,8% (30) en
tercera o mas lactancias. Por su parte el Str. dysgalactiae con un total de 54
muestras positivas, se detectd en un 24% (13) en animales de primera
lactancia, un 27,7% (15) en animales de segunda lactancia y el 48,1% (26) se
encontraban en tercera o mas lactancias.

En el caso de Str. uberis para el cual se obtuvieron 15 muestras positivas, el
26,7% (4) de los positivos resultaron ser animales en primera lactancia, el 20%
(3) en segunda lactancia y el 53,3% (8) en tercera o mas lactancias (Figura 9).

100%

75%

50%

25%

0%

%l

B Primera Lactancia [l Segunda Lactancia [l Tres o mas lactancias

Figura 9: Porcentaje de aparicién de cada agente segun el numero de lactancia, sin
considerar si el patdégeno aparece solo 0 en combinacion con otros.

En cuanto al numero de lactancia, se analiz la presencia de los agentes en
tres categorias: primera lactancia, segunda lactancia y tres o mas lactancias. El
resultado del test de chi-cuadrado fue de 0,4846, lo que sugiere que no existe
una relacion significativa entre el numero de lactancia y la presencia de los
patdgenos, con un nivel de significancia de p < 0,05.

De los que se encontraban en primera lactancia, 23 muestras fueron positivas
para alguno de los patégenos, repartiéndose de la siguiente manera: 30.4%
positivos solamente para S. aureus, 26.1% para S. dysgalactiae, 13% para S.
uberis, 26.1% animales fueron positivos para S. aureus + S. dysgalactiae y
4.3% para S. dysgalactiae + S. uberis (Figura 10).

Para las vacas de segunda lactancia los resultados positivos fueron 27,
observandose de esas muestras que el 37% fue positiva a S. aureus de forma
individual, el 29.6% para S. dysgalactiae, 7.4% para S. uberis, 22.2% de los
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resultados positivos para S. aureus + S. dysgalactiae, mientras que para S.
dysgalactiae + S. uberis se obtuvo 3.7% de muestras positivas (Figura 11).

Por ultimo, los animales de tercera lactancia arrojaron 45 resultados positivos,
en los cuales para S. aureus hubieron 28.9% casos positivos cuando este se
presentaba como unico agente, 24.4% para S. dysgalactiae, 6.7% para S.
uberis, 28.9% S. aureus + S. dysgalactiae, 6.7% S. aureus + S. uberis, 2.2% S.
dysgalactiae + S. uberis, 2.2% S. aureus + S. dysgalactiae + S. uberis (Figura
12).

40,0
30,4348
30,0
26,087 26,087
20,0
13,0435

10,0
4,3478
]

S. aureus S. dysgalactiae S. uberis Sa + Sd Sd + Su

Figura 10: Deteccién de patdégenos en primera lactancia (%).
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Figura 11: Deteccion de patégenos en segunda lactancia (%).
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Figura 12: Deteccion de patégenos en tercera lactancia (%).

Al dividir las 153 muestras obtenidas segun su etapa de lactancia, encontramos
que 59 pertenecian a animales en el primer tercio de lactancia, unas 42
provenian de animales en el segundo tercio de lactancia, y, por ultimo, 52
muestras se obtuvieron de animales del tercer tercio de lactacion.

Al evaluar la distribucidén de las infecciones segun la etapa de la lactancia en la
cual se encontraba la vaca al momento de la infeccion, hallamos que para S.
aureus el 37,3 % de las infecciones se dieron en el primer tercio de lactancia, el
25,4% en el segundo tercio y el restante 37,3% en el tercer tercio de lactancia.
Para S. dysgalactiae, su deteccion fue de 38,9% en primer tercio, 24,1% en
segundo tercio y 37% en tercer tercio.

Por su parte S. uberis presentd un porcentaje de deteccion 26,7 % en primer
tercio de lactancia, 40 % en lactancia media, y 33,3% en tercer tercio de
lactancia (Figura 13).
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Figura 13: Porcentaje de deteccion de los agentes segun el tercio de lactancia al
momento de la toma de muestra, incluyendo casos simples y co-infecciones.

El resultado del test de chi-cuadrado fue de 1,7151, lo que indica que no hay
una asociacion significativa entre los dias en leche y la presencia de los
patdgenos, con un nivel de significancia de p < 0,05.

8.4 Evolucion clinica de las vacas con cultivo sin crecimiento

De las 153 vacas con mastitis clinicas estudiadas que habian presentado
cultivo negativo, el 35,3 % continuaban con sintomas clinicos luego de las 72
hs y por tanto se trataron, el resto de las vacas (64,7%), presentd desaparicion
de los signos clinicos antes de las 72 hs y por tanto no requirieron tratamiento
(Figura 14).
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Figura 14: porcentaje de vacas tratadas y no tratadas luego de las 72 hs.

Entre las vacas diagnosticadas con mastitis clinica que necesitaron tratamiento,
se observo la siguiente distribucion de patégenos detectados: en el 14,8% de
los casos de detectd S. aureus, en el 13,0% S. dysgalactiae, en el 5,6% S.
uberis, y en el 16,7% una combinacion de S. aureus y S. dysgalactiae.
Ademas, el 50,0% de las muestras de los animales que necesitaron tratamiento
no arrojaron la presencia de ninguno de estos patdégenos, lo que indica un
resultado negativo en el analisis (Figura 15).
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Figura 15: Porcentaje de los agentes detectados en muestras de vacas con mastitis
clinica que requirieron tratamiento luego de las 72 hs.

De las muestras de vacas con mastitis clinica que se recuperaron
espontaneamente en menos de 72 horas sin necesidad de tratamiento, se
observo la siguiente distribucion de agentes detectados: el 22,2% S. aureus, el
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18,2% S. dysgalactiae, el 5,1% S. uberis, el 16,2% una combinacién de S.
aureus y S. dysgalactiae, el 3,0% una combinacién de S. aureusy S. uberis, el
3,0% una combinacion de S. dysgalactiae y S. uberis, el 1,0% una
combinacion de S. aureus, S. dysgalactiae y S. uberis, mientras que el 31,3%
de las muestras no mostraron la presencia de ninguno de estos patéogenos
(Figura 16).
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Figura 16: Porcentaje de los agentes detectados en muestras que no requirieron
tratamiento luego de 72 hs.

Se realizé un analisis para determinar si habia diferencias significativas en la
presencia de los agentes estudiados entre animales tratados y no tratados
después de las 72 horas, utilizando el Test de Fisher con un umbral de
significancia establecido en p < 0,05. Para S. aureus, el valor obtenido fue de
0,2247, lo que sugiere que no hubo una diferencia significativa en la presencia
de este agente, ya sea solo o acompafiado por otro patdégeno, entre los
animales tratados y no tratados. En el caso de S. dysgalactiae, se obtuvo un
valor de 0,2947, lo que indica que tampoco hubo diferencias significativas en la
presencia de este agente, ya sea solo 0 asociado con otros patégenos, entre
los animales que recibieron tratamiento y los que no. Por ultimo, para S. uberis,
se obtuvo un valor de 0,2598, lo que sugiere que la presencia de este agente,
tanto solo como asociado con otros patdgenos, tampoco mostré diferencias
significativas entre los animales tratados y los no tratados. Los resultados
obtenidos sugieren que la necesidad de tratamiento para la mastitis no esta
determinada por la presencia de un agente especifico, ya sea S. aureus, S.
dysgalactiae, S. uberis 0 una combinacion de ellos. La presencia del patdgeno
no seria el unico factor a tener en cuenta al momento de instaurar un
tratamiento.
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9. DISCUSION

9.1 Diagnostico por cultivo bacteriano y por PCR

El diagnéstico preciso y rapido de mastitis es sumamente importante y
necesario por la importancia econémica que tiene esta enfermedad. Es por
este motivo que nos parece necesario analizar el uso del cultivo bacteriano,
una de las técnicas mas utilizadas para el diagnostico de esta enfermedad y
compararla con técnicas mas sensibles a modo de poder identificar si es un
método preciso a la hora del diagnostico.

Uno de nuestros objetivos era definir si esas muestras que habian arrojado un
resultado sin crecimiento bacteriano en el cultivo podian presentar algun
patdgeno no detectado mediante este método, para eso decidimos utilizar una
técnica mas sensible como la PCR. De las muestras de leche que no tuvieron
crecimiento en el cultivo un 61,2% si present6 presencia de algun patégeno por
PCR.

Koskinen et al., 2010, compara los resultados obtenidos para la deteccion de
patégenos por cultivo bacteriano (77% muestras positivas) y la PCR (89%
muestras positivas) indicando que existian diferencias importantes entre uno y
otro método de diagnéstico, lo cual genera una cierta preocupacién tanto para
productores como para veterinarios y un desafio a la hora de determinar con
certeza el diagndstico de la patologia, pero a su vez abre una puerta para
mejorar la precision del diagndstico.

Al evaluar el por qué existen cultivos sin crecimiento, una de las principales
explicaciones es posiblemente que la carga bacteriana de esas muestras
negativas al cultivo era baja, siendo ese el motivo por el cual no hubo
crecimiento en placa. Estos resultados coinciden con los obtenidos por Riffon et
al., 2001, y Taponen et al., 2009, donde afirman que la baja concentracion de
bacterias en la leche es de las principales razones por las que no hay
crecimiento en el cultivo bacteriano, siendo que éste utiliza solamente 0,1 ml de
leche y el minimo de bacterias presentes para ser detectadas es de 100 ufc/ml
(por debajo de este valor no hay crecimiento en placa) (Taponen, Salmikivi,
Simojoki, Koskinen y Pyodrala 2009). Otras razones planteadas incluyen que la
muestra de leche con cultivo negativo puede contener bacterias que no crecen
en medios convencionales, como anaerobios, 0 una escasa viabilidad o la
muerte de las bacterias debido a factores antibacterianos de la leche como
lactoferrina, lisozima, lactoperoxidasa (Rainard y Riollet, 2006), los cuales se
encuentran en un nivel bajo en cuartos sanos, pero aumentan de forma
exponencial durante la mastitis. Estas sustancias junto con los leucocitos de la
leche, podrian contribuir a la muerte de las bacterias de la leche mastitica
(Taponen et al., 2009). Como la prueba de PCR se basa en la identificacion del
ADN bacteriano, no depende de la viabilidad de las bacterias pudiendo detectar
también bacterias muertas o con crecimiento inhibido (Koskinen et al., 2010).

Ademas de este problema (falsos negativos) la técnica de cultivo en placa tiene
como desventaja que es una prueba lenta, la incubacion requiere 48 -72 h y las
pruebas de confirmacion adicionales también requieren mucho tiempo
(National Mastitis Council, 1999). La PCR no requiere un paso de cultivo y el
tiempo total de analisis es de 3 a 4 hs, esto es de gran importancia en el caso
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de mastitis clinicas para acortar la duracion total del tratamiento y mejorar el
resultado terapéutico, ademas de disminuir el uso de antimicrobianos
(Koskinen et al., 2008).

9.2 Frecuencia de los diferentes agentes causantes de mastitis clinica

En cuanto a la presentacion de los diferentes agentes evaluados los resultados
obtenidos se asemejan a otros trabajos realizados a nivel nacional.
Gianneechini et al., 2014 observaron que los principales patégenos aislados de
casos de mastitis clinica fueron S. aureus (27,8%) y S. dysgalactiae (18,1%).
Otros trabajos exponen que S. aureus es el microorganismo con mayor
frecuencia de aislamiento en muestras de mastitis clinica en Uruguay (De
Torres et al., 2014; Gianneechini et al., 2002). Estos resultados coinciden con
otros trabajos nacionales donde S. aureus tuvo una incidencia de 27,5 % en
2014 y 28,8 % en 2015, destacandose como el patdbgeno mayormente
encontrado. Por su parte como segundo agente en este estudio se encontré en
2014 S. dysgalactiae con un 15,4% y en 2015 E. coli en segundo lugar con
21,7% desplazando a S. dysgalactiae al tercer lugar con 14,3% (Larumbe y
Vidart 2016), resultados similares a los obtenidos por de Torres et al., (2014)
para los afos 2012 y 2013. En cuanto a la incidencia de S. uberis estos autores
indican que para el afio 2014 fue de 12,6 % y en 2015 de 7,1% encontrandose
también dentro del rango (4 a 12%) que habian establecido estudios previos; y
similares a los obtenidos por de Torres et al., (2014) en 2012 (4,6%) y 2013
(9,1%).

Que S. aureus sea el principal microorganismo causante de mastitis clinica en
Uruguay se debe a que es una bacteria que causa infecciones crénicas
(Harmon, 1994), pero ademas tiene la capacidad de sobrevivir dentro de
polimorfonucleares, donde se protege de la accion de los antibioticos (Owens,
Nickerson y Ray 1999), a esto se le suma que forma biofiims (Hulsen et al.,
2013). El control de este agente radica en la prevencion de nuevas infecciones
a través de la eliminacion de animales cronicos e implementacion de medidas
profilacticas durante el ordefio (Almeida, 2014).

En cuanto a la presentacion de infecciones mixtas, es decir muestras en las
que existen dos o mas de los agentes evaluados, los porcentajes obtenidos
fueron de 20,9 % en nuestro estudio, siendo superiores a los reportados por
Bradley et al., (2007) y Olde Riekerink et al., (2008), quienes obtuvieron 4,2 % y
2,7 % respectivamente. También fueron superiores a los reportados por
Larumbe Curbelo, Ramiro y Vidart Damian, Mariana en el afio 2016 donde en
su estudio las infecciones mixtas fueron de 1,5% en 2014 y 1,8 % para el afio
2015, sobre el total de muestras estudiadas.

9.3 Presentacion de mastitis de acuerdo al numero de lactancia de la vaca

En nuestro estudio, observamos que el 15% de las vacas presentaron mastitis
durante su primera lactancia, mientras que esta incidencia aumento6 al 17.6%
en la segunda lactancia y al 30% en la tercera lactancia. Estos hallazgos
respaldan la tendencia de que los animales con mas lactancias tienen una
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mayor incidencia de mastitis, como han sefialado otros estudios previos, que
también informaron que las vacas multiparas tienen una mayor probabilidad de
desarrollar mastitis clinica, es légico también pensar en una alta prevalencia de
S. aureus relacionado al n° de lactancia, ya que es un microorganismo
predominantemente contagioso que se transmite sobretodo aunque no
exclusivamente de vaca a vaca (Moosavi, Mirzaei, Ghavami, Tamadoén, 2014).
Estudios realizados reportaron la asociacidon entre mastitis clinica y vacas con
al menos ocho partos, ellos indican que el riesgo de tener mastitis clinica esta
altamente influenciado por el numero de partos de la vaca, animales con partos
multiples tuvieron una mayor incidencia de mastitis clinica al compararlas con
las vaquillonas en todas las etapas del periodo de lactancia (Mungube,
Tenhagen y Kassa, 2004).

Es evidente que el mayor porcentaje de infeccion se observa desde la tercera
lactancia en adelante, sin embargo, en nuestro estudio al realizar el analisis
estadistico no encontramos una diferencia significativa entre los grupos.
Aunque nuestros datos sugieren una asociacion entre el numero de lactancias
y la incidencia de mastitis, la falta de significancia estadistica podria deberse a
varias razones, donde podemos sospechar principalmente a que el tamafio de
la muestra podria no haber sido lo suficientemente grande como para detectar
diferencias significativas entre los grupos. Ademas, la variabilidad en los datos
y la presencia de factores no controlados podrian haber influido en los
resultados del analisis estadistico.

Es fundamental reconocer estas limitaciones y considerarlas al interpretar
nuestros hallazgos. Futuras investigaciones podrian abordar estas limitaciones
mediante el uso de muestras mas grandes.

9.4 Presentacion de mastitis de acuerdo a la etapa de lactancia

Con respecto a la etapa de lactancia en que se encontraban los animales, los
resultados obtenidos muestran que los casos de mastitis se distribuyen de la
siguiente manera: un 38.6% en el primer tercio de lactancia, un 27.5% en el
segundo tercio de lactancia, y un 34.0% en el ultimo tercio de lactancia. Esto
también fue observado por Penev et al., 2014 donde revela una mayor
incidencia de mastitis en el primer y ultimo tercio de lactancia. Se atribuye esta
mayor incidencia al estrés del parto y al rapido incremento en la produccién de
leche durante el primer tercio de lactancia (Lund, Jensen y Peterson, 1999), asi
como al dafio causado por el ordefie de los pezones durante el ultimo tercio de
lactancia, lo cual predispone a las vacas a contraer mastitis (Negussie,
Strandén y Mantysaari, 2006).

Suriyasathaporn, Schukken, Nielen y Brand (2000) indican también en su
investigacién que las vacas en el periodo de lactancia temprano o en el primer
mes de lactancia presentaron un aumento en la incidencia de mastitis clinica
en relacidn al resto de las etapas de lactancia, atribuyéndolo en gran parte al
estrés del parto, aumento del cortisol y la inmunosupresion de las vacas.
Bradley y Green (2004) en su trabajo de investigacion también coinciden con el
resto de la bibliografia y con los resultados obtenidos en nuestro estudio, ya
que dicen que la mastitis clinica ocurre con mayor frecuencia alrededor del
parto.
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Oliver y Sordillo (1988), por su parte analizan que la salud de la glandula
mamaria esta altamente expuesta en el periparto, debido a los cambios
hormonales; que incluyen el aumento de la concentracién de cortisol en sangre
y de los niveles de 17B-estradiol que se producen el dia del parto (Weber et al.,
2004) lo cual provoca la supresion del sistema inmunoldgico de esas vacas
lecheras.

Aunque en los resultados obtenidos hay una tendencia clara hacia una mayor
incidencia de mastitis en ciertos tercios de lactancia, esta asociacion no
alcanza la significancia estadistica en nuestro estudio, por lo tanto, es
importante considerar posibles factores que puedan influir en esta
discrepancia, siendo el tamafo de la muestra el principal factor a considerar.

En resumen, mientras que nuestros resultados respaldan las observaciones de
otros estudios sobre la distribucion de la incidencia de mastitis en relacién al
namero de lactancia y a los dias en leche, la falta de significancia estadistica
en el analisis de chi cuadrado indica la necesidad de una evaluacion mas
detallada y consideracion de posibles variables adicionales.

9.5 Relacién entre el agente causante de mastitis y la evolucién clinica a
las 72 hs.

En nuestro estudio observamos que desde el punto de vista estadistico no
existen diferencias significativas en la evolucion de la infeccidén en los animales
en relacion al agente diagnosticado, es decir independientemente de cual
agente esté involucrado en la infeccion, la necesidad de tratar luego de las 72
hs fue similar para los 3 agentes. De los 59 animales que dieron positivo a S.
aureus, 17 (28,8%) requirieron tratamiento posterior a las 72 hs, para el caso
de S. dysgalactiae de los 54 animales positivos, a 16 (29,6 %) de ellos se les
instauro terapia medica luego de las 72 hs por permanecer con sintomatologia.
Por su parte para S. uberis 3 de los 15 animales (20%) diagnosticados
positivos por PCR requirieron ser tratados luego de 72 hs.

Desde el punto de vista epidemiolégico una infeccion por S. aureus puede
llegar a ser mas importante de controlar debido a su gran capacidad de
contagio, asi como también por la tendencia a la cronicidad de dichas
infecciones, a modo de preservar los animales sanos, sin embargo, tanto S.
dysgalactiae como S. uberis pueden tener capacidad de contagio, aunque son
agentes que se toman del ambiente, por lo que se debe estar atento y actuar
rapido también frente a estas infecciones.

10. CONCLUSION

Podemos afirmar que el diagndstico de mastitis no es sencillo, ninguna técnica
es cien por ciento segura, el cultivo bacteriano que es muy utilizado como
herramienta diagnodstica presenta como desventaja la posibilidad de que
existan muchos falsos negativos, por lo que, las técnicas moleculares como
PCR en tiempo final podrian proporcionar un diagnéstico bacteriolégico para la
mayoria de los casos donde los resultados del cultivo son negativos.

El agente que mas incidencia tiene en los episodios de mastitis clinica en
nuestro trabajo es Staphylococcus aureus, coincidiendo con trabajos previos.
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A pesar de que se observo una mayor tendencia a presentar mastitis a medida
que aumenta el numero de lactancias y durante el primer y ultimo tercio de la
misma, en el analisis estadistico no se observd una diferencia significativa, lo
que puede estar explicado principalmente por el tamafo de la muestra. Esto
mismo puede darse para el analisis estadistico de la evolucién clinica.
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