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RESUMEN

La mastitis bovina es la patologia con mayor morbilidad y mortalidad dentro de los rodeos
lecheros, afectando seriamente a la rentabilidad de los mismos. Tradicionalmente el
diagnostico de las mastitis es el cultivo bacterioldgico. Este insume demasiado tiempo hasta
el diagndstico, por lo cual realizarlo periédicamente para el diagnéstico temprano de los
animales afectados seria engorroso. En este trabajo, nos propusimos evaluar los niveles de
glicosaminoglicanos totales (GAGS) en animales sanos y con mastitis clinica y subclinica
generadas por distintos agentes etiolégicos. Se muestrearon 280 vacas de tambos de la
Pcia. de Bs. As. Se realizo el TMC, recuento de células somaticas, medicién de GAGs por
la técnica de DMBB vy cultivos bacteriolégicos. Los animales sanos (S) son los que menos
niveles de GAGs presentan, los animales afectados sublclinicamente (MS) tienen un nivel
intermedio y los animales con signologia clinica (MC) poseen los mayores niveles. Se
observé diferencias significativas entre los grupos S vs MS (p<0,001) y MC vs S y MS
(p<0,0001). En el grupo MC se observé que SCN y Streptococcus spp. tuvieron los mayores
niveles de GAGs, siendo que el grupo S vs S. aureus y Streptococcus spp presentaron
diferencias significativas de p<0,0001, S vs E. coli (p<0,001) y S vs SCN y cultivos negativos
(p<0,01). En el grupo MS los mayores niveles de GAGs se encontraron en los animales
infectados por S. aureus. S vs S. aureus (p<0,0001), S vs SCN (p<0,001) y S vs
Streptococcus spp. (p<0,5). Los GAGs podrian utilizarse como indicadores de sanidad
mamaria, porque se mantienen constantes a lo largo del proceso productivo de los animales
sanos y ante procesos patoldgicos leves, como pueden ser las mastitis subclinicas, sus

niveles ya se observan alterados.
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INTRODUCCION

La mastitis bovina es la patologia con
mayor morbilidad y mortalidad dentro de
los rodeos lecheros, afectando seriamente
a la rentabilidad de los mismos, USDA
(2008). La mastitis no solo disminuye la
produccion lactea de los animales
afectados, sino que también aumenta la
cantidad de leche que se descarta por
mala calidad, incrementa los costos
veterinarios 'y genera el rechazo
prematuro de animales del tambo (Bar et
al., 2008). Podemos encontrar dos tipos
de mastitis: clinica y subclinica, ésta
tltima tiene mayor incidencia en los
rodeos lecheros lo cual genera grandes
pérdidas econémicas (Raglam 2016). Un
estudio realizado por Dieser et al. (2013)
en la provincia de Cdrdoba arrojo que el
53,9% de los animales de |los
establecimientos involucrados en el
estudio tenian mastitis subclinica. Como
fue citado previamente, esto conlleva a
grandes pérdidas econdmicas ya que el
costo de tener un animal con mastitis
subclinica se estima que se eleva en un
70%, no solo debido a su menor
produccion lactea 'y pérdida de
componentes lacteos, sino también por el
dafio asociado del tejido glandular, que en
algunos casos es irreversible incluso
después del tratamiento, llevando al
descarte temprano del animal, (Oliver y
Calvinho, 1995).

La mastitis principalmente es de etiologia
bacteriana. En nuestro pais, los agentes
etiologicos méas frecuentemente aislados
en las mastitis clinicas como en las
subclinicas son Staphylococcus aureus
(S. aureus), Streptococcus spp. Yy
Escherichia coli (E. coli), (Calvinho vy
Tirante, 2005). Ultimamente a este grupo
de patégenos, principalmente en relacion
a las mastitis subclinicas, deberiamos
agregarle a los Estafilococos Coagulasa
Negativos (ECN) (Raspanti et al., 2016).

Debido a lo anteriormente dicho es de vital
importancia el rapido aislamiento de los
animales afectados, tanto por mastitis
clinica como subclinica, para poder de
este modo instaurar lo antes posible una
terapia antibiética y separar los animales
enfermos de los sanos, (Lunberg, 2015).
El método convencional para el
diagndstico de las mastitis es el cultivo
bacteriolégico. Este método insume
demasiado tiempo hasta el diagnéstico y
realizarlo  periédicamente para el
aislamiento temprano de los animales
afectados seria engorroso. Otro método
para determinar procesos inflamatorios a
nivel mamario es el Test Mastitis
California (TMC), dicho test evalla el
grado de ADN contenido en una muestra
de leche y Ilo correlaciona con la
concentracion de células somaticas. El

TMC tiene una aceptable sensibilidad para



la mayoria de los patdgenos que generan
mastitis. Para patbgenos mayores como
S. aureus tiene una sensibilidad del
66,7%, mientras que para patdégenos
menores tiene 49,5%. La mayor
sensibilidad se observa para los
estreptococos ambientales (84%)
(Pyorala, 2003). Métodos modernos de
deteccion de animales con mastitis
evaluan la actividad de enzimas, como la
lactato deshidrogenasa (LDH),
directamente durante el proceso de
ordefie de los animales. La determinacion
de indicadores de manera rapida y en los
establecimientos productivos va a acelerar
el diagnéstico de la enfermedad vy
disminuir el impacto negativo en lo
econémico de la misma (Hildebrandt
Jorgensen, 2016). Es por eso que los
(GAGS)

llegar a ser una alternativa interesante

Glicosaminoglicanos pueden
para evaluar in situ la sanidad de los

animales en produccion.

Los GAGs son cadenas de polisacaridos
largas no ramificadas (Gandhi y Mancera,
2008). La presencia de grupos carboxilos
y sulfatos le dan a los GAGs la propiedad
de ser muy hidrofilicos. Esta propiedad
hace que puedan estar en forma de gel y
ocupar grandes espacios de la matriz
extracelular dando sostén a distintos
tejidos (Insua-Rodriguez y Oskarsson,
2016). La mayoria de los GAGs se
encuentran covalentemente unidos a
formando

proteinas proteoglicanos

(Hacker et al., 2005). Dentro de los GAGsS,
el méas importante en la glandula mamaria
encontramos al &cido hialurdnico, este
GAG cumple funciones en la
embriogénesis, morfogénesis, reparacion
tisular e inflamacibn de este O4rgano
(Karousou et al., 2014). Otro GAG de
importancia en la glandula mamaria es el
versican, éste es un modulador del
comportamiento celular, el cual en
relacion a distintos factores de crecimiento
puede controlar la acciébn de células
madres en el tejido mamario (McIntosh et
al.,, 2010). La decorina y el lumican,
proteoglicanos pequefos ricos en leucina,
por ejemplo regulan el crecimiento celular
(Nastase et al., 2014). Es decir que los
GAGs no solo se limitan a funciones
estructurales dentro de la matriz
extracelular, sino que ademas cumplen
distintas funciones que regulan la
compleja actividad celular de los tejidos en
los cuales se encuentran (Frantz et al.,
2010). Mas alla de estar presentes en los
tejidos previamente citados, se pueden
encontrar GAGs en la leche donde
principalmente cumplen funciones en
relacion a la inmunidad de la glandula
mamaria (Newburg, 2013). Hay pocos
estudios sobre GAGs en leche bovina,
uno de ellos fue desarrollado por Coppa et
al. en 2010 y utilizé leche comercializada
para consumo humano. Por lo tanto el
estudio de los mismos, en leche

proveniente de animales en produccion,



seria una de las primeras aproximaciones
al conocimiento del comportamiento de
estas moléculas en la fisiologia vy
fisiopatologia de enfermedades mamarias

en los bovinos.
OBJETIVO

Evaluar los niveles de GAGs totales en
animales sanos y con mastitis clinica y
subclinica generadas por distintos agentes
etiolégicos y su posible instauracion como
un método diagnéstico de afecciones

mamarias en vacas Holstein.
MATERIALES Y METODOS
Animales y modelo experimental

Se tomaron 280 muestras de leche de
vacas Yy vaquillonas provenientes de 8
tambos de la Provincia de Buenos Aires,
los animales fueron divididos en 3 grupos:
sanas (S) (n=50), mastitis clinicas (MC)
(n=80) y mastitis subclinicas (MS)
(n=150). En el grupo S se incluyeron
animales sin mastitis clinica ni subclinica y
con cultivo bacteriolégico negativo. En el
grupo MC se incluyeron los animales que
al momento del muestreo presentaban
algun grado de dicha afeccion y en el
grupo MS se incluian los animales que
tenian algin grado de mastitis subclinica
mediante la determinacion del Test
California  (TMC) 'y su

confirmacién mediante el recuento de

Mastitis

células somdticas en camara de

Neubauer. A su vez los animales del

grupo MS se subdividieron en tres grados:
grado 1, grado 2 y grado 3, (Philpot y
Nickerson,  2000).
determinacion del TMC, las muestras

Posterior a Ia

fueron colectadas en recipientes estériles
y de manera aséptica, mediante la
utilizacion de gasas  previamente
sumergidas en alcohol 70%. Se separaron
alicuotas para el conteo de leucocitos que
fueron refrigeradas a 6-7°C hasta su
realizacion dentro de las 12 horas, el resto
de las muestras se congelaron a -20°C.
Previo a la toma de la muestra, se
descarto el primer chorro de leche y esto a
Su vez sirve para visualizar la presencia
de fléculos en leche, lo cual nos indicaba
la presencia de mastitis clinica. De los
distintos establecimientos se recolectaron
datos productivos de los animales,
principalmente para ser utilizados en el
grupo Sy evaluar variaciones a lo largo de

la lactancia.
Test Mastitis California

A los animales sin mastitis clinica se les
realizé el Test Mastitis California (TMC)
para determinar si estaban sanos o tenian
un recuento de células somaticas mayor a
200.000 cél/ml para incluirlos en el grupo
de mastitis subclinica, (Shalm vy
Noorlander, 1957). Se realiz6 la técnica de
acuerdo a las recomendaciones del
fabricante, para lo cual se tomaron 5 ml de
leche de cada cuarto mamario y se lo

homogenizé con 5 ml del reactivo para



TMC en una paleta disefiada para tal fin.
Segun el grado de gelificacion las
muestras fueron clasificadas en negativas
0 en 1° 2° o 3° siendo el 3° la mastitis
subclinica més grave (Roy et al., 2009).

Recuento de células somaticas

El recuento se realiz6 dentro de las 12
horas de colectada la muestra. Las
muestras se diluyeron 1:200 en diluyente
para el conteo de leucocitos (Biopur
S.R.L., Rosario). Una vez mezclados los
componentes se colocaron en una camara
de Neubauer para su posterior recuento

en microscopio a 40X.
Bacteriologia

Se sembraron 50 yl de muestra en agar
sangre con 0,1% de esculina y se dejaron
en estufa a 37°C durante 24-48 hs. El
aislamiento 'y reconocimiento de los
distintos patdégenos se realizé segun lo
indicado por el National Mastitis Council,
Inc. (Hogan et al., 1999).

Cuantificacion de GAGs

La determinacion de los GAGs se hizo
mediante el método desarrollado por
Farndale et al. (1982) modificado. En
dicho método combinamos una solucion
gue contiene 16 pg/ml de 1,9-
Dimetilmetilene blue con 50 pl de muestra
y 450 ul de agua destilada. Se evalu6 la
absorbancia de las muestras en

espectrofotometro (Metrolab 1000,

Argentina) a una longitud de onda de 525
nm. Se confecciond una curva estandar la
cual contenia concentraciones conocidas

de condroitin sulfato (Sigma).
Andlisis estadistico

Para el estudio estadistico se calcul6 los
valores medios y desvio standard (DS) de
las variables en estudio. Se us6 ANOVA
para comparar las variables en estudio de
los distintos grupos en los casos en los
gue la distribucion no fue gaussiana se
utiizo  andlisis  Kruskal-Wallis  Test
(ANOVA no paramétrico). Se considerd
significativo p<0.05. A aquellos
parametros que presentaron diferencias
significativas entre los grupos mediante el
ANOVA se establecio la diferencia
intergrupos con el test de Tukey de
comparaciones multiples. Para graficos y
analisis se utilizo el software GraphPad

Prism 6 (GraphPad Software, Inc., USA).

RESULTADOS Y DISCUSION

Al comparar los niveles de GAGs entre los
animales de los grupos S, MS y MC se
puede observar que los animales sanos
son los que menos niveles de GAGs
contienen, mientras que los animales
afectados sublclinicamente tienen un nivel
intermedio y los animales con signologia
clinica tienen los mayores niveles. Se
diferencias

pudieron observar

significativas entre los grupos S vs MS



(p<0,001) y MC vs S y MS (p<0,0001)
(GRAFICO 1).
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GRAFICO 1. Concentraciéon de GAGs en
animales sanos y con mastitis subclinica y
clinica. *** S vs MS (p<0,001), **** MC vs S y

MS (p<0,0001).

Los resultados previamente expuestos

concuerdan con lo sucedido en otras
patologias como la disfuncién hepatica y
lupus eritematoso sistémico (Mizuguchi et
al.,, 2004; Bicer et al.,, 2003), ambas
patologias humanos.

estudiadas en

Cuando nos desplazamos al &mbito
veterinario vemos que estas moléculas
fueron estudiadas principalmente en
patologias articulares, tanto en equinos
2016;

Baccarin et al., 2012). Los resultados

como en caninos (Vilar et al.,

encontrados por los investigadores en
dichas especies concuerdan con los
resultados obtenidos en este trabajo
siendo que los procesos inflamatorios y el
dafo tisular eleva los niveles de GAGs.
dividir a los

Dentro del grupo S al

animales segun en qué tercio de la

los niveles de GAGs se mantuvieron
constantes (p>0,05) (GRAFICO 2A). En
relacién a parametros productivos también
dividimos a los animales en tres grupos
segun sus niveles de produccién y vimos
los niveles de GAGs también se
(p>0,05)

que
mantenian constantes

(GRAFICO 2B).

Al evaluar la concentracion de GAGs

dentro del grupo MC, se pudieron
observar diferencias segun los distintos
agentes etiolégicos. Los individuos de los
SCN (n=10) vy

Streptococcus spp. (n=11) tuvieron los

cuales se aislaron
mayores niveles de GAGs. Los niveles de
GAGs fueron similares para los animales
de los cuales se aislaron S. aureus, (n=30)

E. coli (n=15) y animales con cultivo
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GRAFICO 2A. Evaluacion de la concentracion de GAGs en los distintos tercios de la
lactancia (p>0,05). 2B. Evaluacion de los niveles de GAGs segun produccion
individual diaria de leche (p>0,05).

negativo (n=14). Entre los distintos

patégenos no se encontraron diferencias
significativas pero si con respecto a los
individuos sanos, S vs S. aureus Yy
Streptococcus spp (p<0,0001), S vs E. coli
(p<0,001) y S vs SCN y cultivos negativos

(p<0,01) (GRAFICO 3).

El aumento de los GAGs ante procesos

infecciosos fue descripto en varias

enfermedades. Por ejemplo, se ven
aumentados los niveles de ciertos GAGS,
como el acido hialurénico o el versican,
ante afecciones respiratorias inducidas
por E. coli en ratones (Chang et al., 2014).
Por otro lado, bacterias como S. aureus y
Streptococcus pneumoniae pueden
degradar GAGs de sus cores proteicos,
tanto por proteasas propias como del
libres

hospedador, dejandolos

aumentando su concentracion en los

fluidos corporales (Chen et al., 2007; Park
et al.,, 2004). Sumado a esto algunas
bacterias de los géneros Streptococcus,
Escherichia y  Pasteurella
GAGs

encontrados en mamiferos como parte

pueden

sintetizar similares a los
constitutiva de su capsula (DeAngelis,
2002; Chung et al.,, 2001). Esto hace
razonable que ante procesos infecciosos
en la glandula mamaria los GAGs se vean
aumentados. Pero mas alla de verse
aumentados en este tipo de proceso,
también se ven aumentadas estas
moléculas en tejidos que estan bajo un
proceso inflamatorio (Ibberson et al.,
2016). Con lo cual el aumento de los
GAGs

bacteriologicos

en animales con cultivos

negativos podria ser
explicado por lo previamente dicho o
porque el agente etiolégico infeccioso no

fue diagnosticado.



Se realizaron las mismas determinaciones
para el grupo MS para ver si se mantenia
el mismo comportamiento segin agente
etiolégico. En este grupo también se
aislaron S. aureus (n=70), Streptococcus
spp. (n=20), SCN (n=40), Gram negativos
(n=10) y cultivos negativos (n=10). Se
observo que los mayores niveles de GAGs
se encontraron en los animales infectados
por S. aureus. El resto de los agentes
etioldgicos tuvieron niveles similares de
GAGs. Hubo diferencias significativas
entre los grupos S vs S. aureus
(p<0,0001), S vs SCN (p<0,001) y S vs
Streptococcus spp. (p<0,5) (GRAFICO 4).

elevados dentro de este grupo, se
mantuvieron iguales que los encontrados
en el grupo MC. El resto de los agentes
etioldgicos si tuvieron menores niveles de
GAGs que los obtenidos en el grupo MS.
Esto puede deberse al tipo de respuesta
inmunoldgica que S. aureus genera en el
hospedador (Zheng et al.,, 2016). Todo
esto hace pensar que ante la presencia de
un agente infeccioso 0 un proceso
inflamatorio los niveles de GAGs en leche
aumentan. Lo que no nos permiten
dilucidar los GAGs totales es ante qué tipo
de agente etiolégico nos estamos

enfrentando, con lo cual seria

5000 -
Cwed w1 1
E3000 o
>
B 2000
1000 A
0- T T T
9 E) < A : &)
> o N3
< @ & 2R S
Y~ > =3 o
=] > > S
. < <
=) 00 <
() =2
o
S
X
) o

GRAFICO 3. Niveles de GAGs en mastitis clinicas
causadas por distintos agentes etiologicos. ****
Sanas vs S. aureus y Streptococcus spp.
(p<0,0001) *** Sanas vs E. coli (p<0,001). **
Sanas vs SCN y Cultivos negativos (p<0,01).

Si observamos con mas detalle los
resultados vemos que los niveles de

GAGs para S. aureus, que fueron los mas

imprescindible ver que GAGs se ven
aumentados en las diferentes

presentaciones de mastitis y agentes
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GRAFICO 4. Niveles de GAGs en animales con mastitis
subclinicas afectadas por distintos agentes etiolégicos.
**&% Sanas vs S. aureus (p<0,0001). *** Sanas vs SCN
(p<0,001). * Sanas vs Streptococcus spp. (p<0,05).

etiolégicos. Esto podria sumarse como
una herramienta para la toma de
decisiones a en los establecimientos ya
gue podriamos tener una prognosis sobre
la performance productiva de un animal,
similar al uso que se le da en medicina
humana en relacién a distintas neoplasias
(Shawky et al., 2015). Por lo tanto este
tipo de moléculas, evaluadas en su
totalidad, serian indicadores del estado de
sanidad, ya que ante leves variaciones
nos indican la presencia de procesos

patolégicos.
CONCLUSIONES

Gracias a este estudio podriamos decir
gue los GAGs podrian utilizarse como

indicadores de sanidad mamaria, porque

se mantienen constantes a lo largo del
proceso productivo de los animales sanos
y ante procesos patolégicos leves, como
pueden ser las mastitis subclinicas, sus
niveles ya se observan alterados. La
simpleza y rapidez de su determinacion
hace que puedan a llegar a ser
considerados a futuro como una
alternativa para determinaciones en linea

de sistemas de ordefe robotizado.
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