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CINETICA DE ANTICUERPOS SERICOS FRENTE A S. aureus Y E. coli EN VACAS
VACUNADAS FRENTE A LA MASTITIS BOVINA, Y CORRELACION CON EL NIVEL DE
ESTOS ANTICUERPOS EN LECHE.
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Introduccion

Las infecciones intramamarias (IMI) causadas por S.
aureus son a menudo subclinicas y representan una pérdi-
da econémica considerable, ya sea por el descarte de le-
che, por el incremento de células somaticas del tanque, o
por el deshecho temprano de animales cronicamente in-
fectados, que responden muy pobremente a cualquier te-
rapia antibiotica.

Los resultados de vacunacion con diferentes antigenos
potenciales de S. aureus y diferentes adyuvantes han sido
hasta el momento variables, tanto en infeccién experimen-
tal como en ensayos de campo (5). De estos antigenos, el
exopolisacéarido “slime”, un complejo antigénico compues-
to de proteinas y polisacaridos que forma una envoltura
externa a la capsula bacteriana y que se une débilmente a
eésta, se ha demostrado tanto “in vitro” como “in vivo” (1)
(4) como un factor de virulencia fuertemente implicado en
la adhesién de la bacteria al epitelio glandular, con lo que
la induccion de anticuerpos (Ac) anti-slime podria reducir
la adherencia y consiguiente colonizacion y desarrolio de
la IMI.

La mastitis coliforme, causada por bacterias Gram
negativas, genera asimismo pérdidas remarcables, parti-
cularmente en rebarios de alto nivel sanitario y con bajos
recuentos de células somaticas. Estas pérdidas se deri-
van de la pérdida de produccion, coste del tratamiento, asi
como por el coste del reemplazo temprano de vacas que
presentan la forma toxica de este tipo de mastitis coliforme,
la cual va ligada a una sintomatologia hiperaguda y un pro-
nédstico pobre, alin con una atencion clinica intensa. Tanto
experimentalmente como en campo se ha demostrado que
la vacunacién durante el secado con una cepa mutante, la
E. coli J5, reduce la sintomatologia clinica de vacas con
mastitis por E. coli (3), asi como incrementa el titulo de Ac
frente a E. coli J5 (2) (3) .

Los objetivos de este trabajo fueron:

1) Estudiar la seroconversion inducida con dos dosis
de vacuna, frente a S. aureus y E. coli, administradas du-
rante el periodo seco.

2) Evaluar si existe una correlacion del nivel de Ac
detectados en suero con el nivel de Ac hallado en leche
individual.

Material y métodos

Animales:
Se utilizaron 38 novillas gestantes de primer parto,

de 22 meses de edad, no vacunadas frente a E. coli ni S.
aureus y seronegativas a Ac anti-slime de S. aureusy Ac
anti-E. coli J5.

Tratamientos:

Se establecieron dos grupos de animales. En un pri-
mer grupo de 18 animales, sobre el que se estudio los Ac
anti-slime de S. aureus, 9 novillas fueron vacunadas con 3
ml de vacuna y segun el plan vacunal recomendado por el
fabricante (Laboratorios Hipra, S.A.): Vacunacion aproxima-
damente 45 dias antes de la fecha prevista de parto (Dia 0
del estudio) y revacunacién 35 dias después (10 dias antes
de la fecha prevista de parto). Dentro de este grupo de ani-
males otras 9 novillas fueron inoculadas con placebo (grupo
control) segun el mismo programa vacunal. El placebo utili-
zado consistié en la inoculacion de la misma dosis de una
emulsion conteniendo la misma composicion que la vacuna
en cuanto a adyuvante y excipientes, mientras que los prin-
cipios activos fueron sustituidos por un igual volumen de so-
lucion PBS. En un segundo grupo de animales sobre los
que se estudio la seroconversion a E. coli J5, 9 novillas fue-
ron vacunadas y revacunadas con una dosis de vacuna si-
guiendo el mismo plan vacunal que el otro grupo de anima-
les, y 11 novillas recibieron el mismo volumen de placebo. La
vacuna utilizada contiene bacteria inactivada de S. aureus
(TCS5, TC8) que expresa el exopolisacarido SAAC (Slime
Associated Antigenic Complex) , y E. coli J5, que es una
cepa mutada carente de la cadena O-polisacarido del LPS
bacteriano, y que por tanto expresa el antigeno core del LPS
bacteriano, inmunogénico y muy conservado estructural y
antigénicamente entre las bacterias Gram negativas.

Muestreo:

Se realizaron siete extracciones de sangre por vaca
para la determinacion de Ac anti-slime de S. aureus y anti-
E. coli-J5. Estas extracciones se realizaron los dias —45, 0,
14,35,49,69y 73 para el grupo S. aureus, y los dias —34, 0,
14, 35, 49, 55, 59 para el grupo E. coli, siendo el dia 0 el dia
de la primera vacunacion. Los dias de extraccion fueron dis-
tintos para cada grupo, dependiendo de la fecha de parto de
las vacas en estudio de infeccién experimental. El tltimo dia
de extraccion de cada grupo se tomé también muestra de
leche individual por vaca, en pool de los cuatro cuartos, y se
realiz6 asi mismo determinacién de Ac sobre leche.

Kits de ELISA:

Se utilizaron dos kits de ELISA indirecto para la valora-
cion de la respuesta serologica anti-E. coli J5 y anti-slime
de S. aureus (2). En el primero, las placas ELISA se tapiza-
ron con una cepa de la bacteria entera e inactivada de E. coli
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J5. En el segundo, las placas ELISA se tapizaron con un
purificado del exopolisacarido SAAC. En sueros bovinos, el
punto de corte se establecid en un valor IRPC=16,0 para Ac
anti-slime de S. aureus e IRPC = 34,0 para anticuerpos anti-
E. coli J5.

Anadlisis estadistico:

Se utilizaron estadisticos descriptivos (media e in-
tervalo de confianza) y el Modelo de Analisis Factorial de
Medidas Repetidas para analizar la respuesta serologica
dentro del mismo grupo y entre grupos. La correlacién en-
tre la respuesta seroldgica en sangre y en leche se estu-
dié mediante regresion lineal y coeficiente lineal de Pearson.
Se utilizd el 95% bilateral (dos colas) como nivel de con-
fianza. Los programas Microsoft Excel 2000 y SPSS 11.5
se utilizaron como soporte informatico para los calculos y
graficos.

Resultados

La respuesta de Ac en suero se determino en siete
dias diferentes durante el estudio.

Tabla I Promedio de grupo de la respuesta de anticuerpos anti-siime de S. aurous
{IRPC/ELISA) a dias post-vacunacicn en sangre

Din post-vacunacion -A5 ] +14 +35 +49 +69 +73
Grupo vacunado 55 29 17.6 136 381 36,5

Grupo no vacunado 7. 58 7.0 T8
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El dia del ultimo muestreo (dia 73 para S. aureus, dia
59 para E. coli) se determiné el titulo de Ac en suero y
también en leche (pool de 4 cuartos) de cada vaca indivi-
dual.
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Tablaz. Pramedio de grupo de la respuesta de anticuerpos antl-E. coli J5 (IRPC/ELISA) a

dins post-vacunacion an sangroe

Dia post-vacunacion <34 ] +14 +35 +49 +55 +59
Grupos no cunados 134 432 33,9 353 a8 425 59
Grupo vacunado 16,7 549 761 55T 1093 100.5 881
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Flechas: Indican los dias de vacunacion. Barras de error::
Corresponden al intervalo de confianza del 95%

coeficiente de correlacion (r) = +0,851]
n = 20 (9 vacunados + 11 no vacunados)
p=1,96x10-*

Discusion

El seguimiento de la seroconversion frente a slime
de S. aureus mostré unas diferencias significativas
estadisticamente (p<0,05) entre el grupo vacunado y el no
vacunado ya en el dia 14 (una sola dosis de vacuna admi-
nistrada), y se mantuvieron significativas desde el dia 49
en adelante. De acuerdo al punto de corte del ELISA anti-
slime de S, aureus (IRPC > 16) el grupo vacunado se man-
tuvo en resuitado positivo una vez se completd el curso
vacunal de dos administraciones, es decir, a partir del dia
49. Durante todo el ensayo el grupo control se mantuvo en
la negatividad (IRPC<16). Después del parto de la totali-
dad de las vacas (dia 50 post-vacunacion), se realizo la
determinacion de Ac en leche individual (dia 73 post-vacu-
nacion). Ese mismo dia, y tras la toma de muestras de
suero y leche previstas en este estudio, se sometié a los
animales a una infeccion experimental. El grafico 3 mues-
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tra una alta correlacion positiva (r = +0,948), y altamente
significativa (p=5,5x10-°), de la respuesta en Ac anti-slime
de S. aureus, medidos en IRPC, sobre suero y leche indi-
viduales, de las 18 vacas a dia 73. La recta de regresion
presenta un coeficiente de correlacién (r) positivo y muy
cercano a 1, lo cual es indicativo de una alta correlacion
del titulo de Ac entre suero y leche. Respecto a la
seroconversion frente a E. coli J5, las diferencias entre
grupos resultaron estadisticamente significativas en los
dias 14, 49, 55, 59 (p<0,05). Asi, una sola dosis de vacuna
fue suficiente para generar un incremento significativo de
Ac (d14) con respecto al grupo control, asi como lo fue el
programa vacunal completo de dos dosis (d49, 55, 59). En
este grupo de animales, cerca de la mitad de las vacas de!
grupo control no vacunado mostraron titulos de E. coli J5
dentro de la positividad en algin momento del ensayo. Esto
es debido a la reaccién cruzada que pueden mostrar otras
bacterias Gram negativas, generalmente ubicuas e inevi-
tables, con el antigenc capsular core del kit de ELISA uti-
lizado. Una vez hubieron parido todas las vacas, la res-
puesta serolégica en leche del tltimo dia del ensayo (d59)
resulté también significativamente mayor en el grupo vacu-
nado (p=0,0311) que en el no vacunado. Se estableci6 una
alta correlacion positiva (coeficiente de correlacién r =
+0,851) y altamente significativa (p= 1,96x10-%) entre la
respuesta serolégica anti-E. coli J5 en muestras de san-
gre y leche tomadas de todas las vacas del grupo E. coli,
a dia 59 post-vacunacion.

Los resultados obtenidos en este estudio apoyan la
hipotesis de que los Ac séricos se trasvasan a través de la
mucosa a la cisterna de la glandula mamaria, contribuyen-
do por tanto a generar una inmunidad local y especifica en
la ubre.

Conclusiones

La vacunacién en el periodo seco con una vacuna
combinada de mastitis, frente a S. aureus y E. coli J5,
indujo una respuesta de Ac en suero superior en los dos
grupos vacunados que en los dos grupos control que reci-
bieron placebo. Efectivamente existe una correlacion posi-
tiva y altamente significativa entre el nivel de Ac en suero y
los Ac en leche, tanto para el slime de S. aureus como
para E. coli J5.
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