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Resumen

La mastitis bovina es considerada una de las principales enfermedades de la
produccién lechera porque produce importantes pérdidas econémicas en los rodeos y
en la industria lactea. Los objetivos de esta tesis fueron 1) estudiar la distribucién de la
prevalencia de mastitis y patdbgenos asociados en tambos de la cuenca de Villa Maria
(Cérdoba), 2) identificar los tipos de manejo preventivos y curativos de la salud
mamaria aplicadas por los productores, 3) evaluar el efecto del manejo de la salud
mamaria sobre variacion de la prevalencia entre rodeos y 4) estimar el efecto
contextual del tambo sobre la variacion del riesgo de mastitis de vaca a vaca. En total
se recolectaron muestras compuesta de leche de 2296 vacas pertenecientes a 51
rodeos que poseian entre 100 y 250 vacas totales. El patégeno mayor mas
frecuentemente aislado fue S. aureus. La prevalencia de mastitis clinica y mastitis
subclinica (MSC) para el conjunto de las vacas fue de 3,0 (IC 95% 2,3 - 3,7) y 19,4%
(IC 95% 17,8 - 21,0), respectivamente. La mediana de recuento celular somatico
(RCS) para el conjunto de vacas estudiadas fue de 237.000 cél/ml (percentil 25%
93.000; percentil 75% 622.250). Las vacas en estadios de lactancia avanzados y con 2
0 mas partos mostraron elevados RCS vy altas prevalencias de MSC. La frecuencia de
MSC fue muy dispar entre establecimientos con un rango entre 2,2 y 50,0%. Los
tambos estudiados fueron clasificados a partir de analisis multivariados en dos grupos.
Los tambos del conglomerado | mostraron bajo nivel tecnoldgico. Las practicas de
sellado post ordefie y tratamiento al secado eran de baja aplicacién en estos rodeos.
Por el contrario, la mayoria de los establecimientos del conglomerado Il tenian visitas
veterinarias frecuentes y aplicaban un programa de salud mamaria. La evaluacion de
factores de rodeo e individuales en relaciéon al RCS a nivel de vaca demostr6 que la
ausencia de practicas tales como tratamiento antibiético al secado y despunte tienen
un impacto incremental promedio de aproximadamente 70.000 cél/ml, asimismo a
mayor edad del tambero los RCS en leche compuesta fueron superiores. Los dias de
lactancia y el nimero ordinal de partos tuvieron influencia significativa, vacas de 2 o
mas partos y en estadio de lactancia avanzada mostraron incrementos de RCS
superiores a las 100.000 cél/ml. El efecto contextual del tambo explicd, segun el
coeficiente de correlacion intraclase, un 12% de la variacion total en el RCS en leche

compuesta.




Abstract

Mastitis is one of the most important diseases of dairy production worldwide causing
significant losses for farmers and the dairy industry. The aims of this thesis were 1) to
study the mastitis prevalence distribution, and its related pathogens in dairy producers
from Villa Maria, Cérdoba, 2) to identify types of udder health farm program and their
influence on mastitis herd prevalence, 3) to evaluate the farm udder health program
effect on mastitis herd prevalence and 4) to estimate the cluster effect on mastitis risk
variation from cow to cow. A total of 2296 composite milk samples were collected from
51 dairies which size ranged from 100 to 250 lactating cows. The major pathogen most
frequently isolated was S. aureus. At cow level, clinical (CM) and subclinical mastitis
(SM) prevalence were 3.0 (IC 95% 2.3 — 3.7) and 19.4% (IC 95% 17.8 — 21.0),
respectively. The overall median somatic cell count (SCC) was 237,000 cel/ml (Q1 =
93,000; Q3 = 622,250). Multiparous cows at the end of lactation showed the highest
SCC and SM prevalence levels. The SM herd prevalence range was between 2.2 and
50.0 %. Herds studied were classified in two groups using multivariate methods. Farms
that belong to cluster | showed a low technological input regarding udder health
program. In contrast, cluster Il revealed farms that applied practices such post-dipping
and dry cow therapy systematically and were frequently assisted by veterinarians. The
evaluation of herd and cows factors on milk composite SCC, using a multilevel model,
showed that herds that did not practice dry cow therapy and CM fore-milking detection
had an average SCC of 70,000 cell/ml above compared to herds that apply those
interventions. Days in milk and cow parity were statistically associated with composite
SCC. Multiparous cows during late lactation showed a SCC average of 100,000 cell/mL
above the reference cows (heifers during early lactation). The contextual effect of dairy
herd as aggregation unit, showed an Intraclass Correlation Coefficient of 12 %, which
means that the variability of composite SCC rested mainly on cow to cow composite
SCC variations.
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Introduccién general



La mastitis bovina es considerada a nivel mundial como una de las
enfermedades mas importantes en los sistemas de produccién de leche (Schepers y
Dijkhuizen, 1991; Seegers y col., 2003; Halasa y col., 2007). Es definida como la
inflamacién de la glandula mamaria (International Dairy Federation, 1971) causada
principalmente por agentes infecciosos bacterianos que puede derivar en un elevado
recuento de células somaticas (RCS) y, como consecuencia, en una disminucion en la
calidad y en la cantidad de leche producida.

La manifestacién de la mastitis puede ser clinica, con alteraciones visibles de la
leche y/o de la ubre, o subclinica, debiendo acudir a métodos microbiolégicos,
citolégicos o enzimaticos para su diagnostico (Pyérala, 2003). Ademas de esta
clasificacion general, la mastitis puede ser definida como mastitis clinica subaguda,
mastitis aguda y mastitis crénica de acuerdo a la duracién del cuadro infeccioso y a la
presentacién de los signos y sintomas (NMC, 2003).

La mastitis se considera una enfermedad multifactorial compleja que resulta de
la interaccién entre la vaca, el medio ambiente y el patégeno. Por lo tanto, la magnitud
de esta enfermedad depende de la virulencia del patogeno, la efectividad de los
mecanismos de defensa de la ubre y la presencia de factores de riesgo (Oviedo -
Boyso y col., 2007). En este contexto, distintas investigaciones nacionales se han
llevado a cabo en estos Gltimos afios para abordar los diferentes aspectos de la
mastitis bovina. Desde este punto de vista, se han realizado estudios para caracterizar
fenotipica y genotipicamente a los principales agentes patogenos asociados a esta
enfermedad (Calvinho y col., 1998; Frangois y col., 2001; dos Santos Nascimento y
col., 2002; Odierno y col., 2006; Reinoso y col., 2007; Reinoso y col., 2008; Reinoso y
col., 2011; Lasagno y col., 2011). Un control exitoso de la mastitis implica la aplicacion
de précticas terapeuticas y preventivas con el propésito de reducir el grado y duracién
de la infeccion y evitar nuevas infecciones intramamarias. En relacién al control de la
mastitis, entendido este como la reduccién del nimero de vacas enfermas en la
poblacién, se pueden considerar dos aspectos, por un lado la reducciéon del ndimero de
portadores y por otro, la prevencién de nuevos casos. En relacion al primero, resultan
de interés los estudios dirigidos a conocer la susceptibilidad a antibioticos de cepas
regionales (Calvinho y col., 2002; Gentilini y col., 2002; Pellegrino y col., 2011; Russi y
col., 2008) y, considerando el segundo aspecto, el desarrollo de una vacuna eficaz
contra la mastitis es una demanda constante por parte de los veterinarios y los
productores lecheros. En este sentido, una linea de investigacién ha sido desarrollada

en nuestro pais (Calzolari y col., 1997; Giraudo y col., 1997; Pellegrino y col., 2008).



Recientemente, la investigacién se ha centrado en realzar los mecanismos de
defensas naturales de la vaca mediante el desarrollo de métodos innovadores
como los probidticos, para el tratamiento y la prevencion de la mastitis bovina
(Frola y col., 2011; Espeche y col., 2012). El monitoreo de la salud mamaria en
los rodeos se basa en el resultado de las pruebas diagnosticas disponibles y la
predictibilidad de las mismas depende de varios factores. En este sentido,
Signorini (2008) plantea la importancia de la eleccidén de la técnica diagnéstica,
en términos de sensibilidad y especificidad, considerando la prevalencia de
infecciones intramamarias en el rodeo y el tamafio muestreal.

El impacto econémico de la mastitis puede ser evaluado considerando
aspectos tales como disminucién en la produccién de leche, costos asociados a
tratamiento de casos clinicos, disminucién en la calidad de leche, descarte
prematuro de vacas enfermas, presencia de enfermedades concomitantes (Gill
y col., 1990; Schepers y Dijhuizen, 1991; Fetrow, 2000; Halasa y col., 2007).
Revisiones, en relacién a las pérdidas econdémicas asociadas a mastitis,
muestran claramente que esta enfermedad es de gran impacto y que existen
variaciones entre estudios en el calculo de estas pérdidas (Schepers y
Dijkhuizen, 1991; Seegers y col., 2003; Halasa y col., 2007; Hogeveen y col.,
2011). Asimismo, las consecuencias econdmicas de la mastitis varia entre
rodeos, por ende, su impacto potencial no es uniforme entre tambos, regiones
o paises y el control justificado en un contexto puede no ser econémicamente
rentable en ofro (Mclnerney, 1992). En este sentido, en nuestro pais no se
dispone de cifras actualizadas sobre el impacto econémico de la mastitis que
permitan visualizar, mas alla de la percepcién general de que la enfermedad es
importante, las pérdidas monetarias, tanto a nivel de rodeo como de vacas
enfatizando en las diferencias entre predios.

El manejo de la salud mamaria es uno de los campos en donde la toma
de decisiones de los productores no se basa estrictamente en las
recomendaciones dadas por veterinarios u otros asesores. Existen factores de
motivacion, interna y externa, que pueden ser identificados, entre ellos, la
percepcion de las perdidas econdémicas debido a la mastitis. El conocimiento
del productor respecto de la disminucién en produccién y de los gastos
adicionales que produce la mastitis lo puede motivar a tomar medidas en
relacién a la prevencion y control de la enfermedad. La actitud de los

productores explica en parte las diferencias en la frecuencia de mastitis entre



los rodeos. La racionalidad que aplica a la hora de implementar medidas de control y
prevencion son aspectos que estan siendo abordados en otros paises del mundo
(Valeeva y col., 2007; Huijps y col., 2008; Jansen y col., 2009; van Asseldonk y col.,
2010; Young y col., 2010).

En Argentina, existe un entendimiento incompleto de diferentes aspectos
epidemiolédgicos de la mastitis bovina, en particular sobre la prevalencia de infeccién y
la distribucion entre los rodeos. Los reportes mas recientes sobre la prevalencia de
patégenos que afectan la salud de la ubre se han realizado hace mas de 10 afios
(Chaves y col., 2001), y es muy escasa la informacion con respecto a la frecuencia de
mastitis considerando la informacién de RCS o el resultado de otros métodos
indirectos.

El impacto de la implementacion de estrategias para el control de la mastitis
con el propésito de reducir el grado y la duracién de la infeccién intramamaria y evitar
la aparicién de nuevos casos ha sido muy importante en la reduccion de los niveles de
mastitis y de RCS en leche de tanque segtn reportes de distintos paises del mundo
(Bradley, 2002; Zadoks y Fitzpatrick, 2009). En Argentina, no hay estudios que reflejen
cuan frecuente es el grado de aplicacion de estas practicas, aunque existe una
presuncién que entre los medianos y pequefios productores no debe ser alta.
Considerando que las medidas de control y la eficacia de las mismas varian por predio
y por regién (Hogeveen y col.,, 2011; Dufour y col., 2011) existe la necesidad de
evaluar no solo el grado de aplicacién sino también la efectividad bajo nuestros
sistemas de produccion. Esto puede ser investigado a nivel experimental, pero el
enfoque observacional parece ser mas adecuado (Thrusfield, 1996; Dohoo y col.,
2003). Ante la ausencia en nuestro pais de sistemas de monitoreo de amplia cobertura
geografica, se torna relevante la realizacién de estudios con disefio aleatorio y un
namero suficiente de vacas y establecimientos que posibilite realizar estimaciones con
niveles de precision aceptables de la frecuencia de mastitis clinica y subclinica, de los
patégenos mamarios y del grado de aplicaciéon de las practicas de control de la

enfermedad.
Hipotesis de la investigacion
. Se postula la existencia de una gran variacién en la importancia relativa

de cada patégeno mamario aislado y una gran disparidad en la proporcién de vacas

con mastitis entre los tambos estudiados.




I. Se estima a priori que existen diferencias entre rodeos lecheros,
respecto de las practicas de manejo relacionadas al diagnoéstico, terapéutica y
profilaxis de la mastitis, las cuales permiten clasificarlos en base a estos
criterios. Estos grupos indicarian cambios en la magnitud de la prevalencia de
la mastitis 0 en algun otro de los indicadores sanitarios a utilizar en la
definicién del estatus sanitario del rodeo.

. Se especula que la fuente de variacion de la prevalencia de
mastitis en las vacas estudiadas esta representada, de forma relevante, por el

efecto contextual del tambo.

Objetivo general

El objetivo general de este trabajo esta dirigido a profundizar en el
conocimientos de aspectos epidemiologicos de la mastitis bovina, con énfasis
en la distribucion de la prevalencia de la enfermedad y de los patégenos
asociados en rodeos lecheros de la cuenca de Villa Maria (Cérdoba), e
identificar los tipos de manejo de la salud mamaria basados en practicas
preventivas y terapeuticas aplicadas por los productores. Ademas, se evaluara
la contribucion de estos tipos o esquemas de manejos en la variaciéon de la
prevalencia entre rodeos, y el efecto del tambo, como un contexto que influye
decisivamente en la magnitud de la mastitis en la poblacién de vacas.

En su conjunto, se espera contribuir al desarrollo de estrategias
tendientes a la reduccién de la prevalencia de la mastitis, y al mejoramiento de
la calidad de la leche producida, aportando de esta manera a que el sector

lechero cordobés sea mas competitivo.

Objetivos especificos

1. Estimar la prevalencia de mastitis y de patdégenos bacterianos
asociados en tambos de la cuenca lechera de Villa Maria (Cérdoba) y evaluar
la variacién a nivel de vaca y de rodeo.

. Estimar la predictibilidad del RCS en muestras compuestas de
leche bovina para detectar vacas con al menos un cuarto afectado con

infeccion intramamria y mastitis subclinica en tambos de la cuenca de Villa




Maria (Cordoba). Ademas, evaluar la influencia de atributos de la vaca sobre la
sensibilidad y especificidad del RCS en muestras compuestas de leche.

. Caracterizar el manejo de la salud mamaria respecto de las practicas
implementadas por el productor y relacionadas al diagndstico, terapéutica y profilaxis
de la mastitis, con énfasis en la tipificaciéon de los sistemas de produccién y esquema
de control.

V. Evaluar |a relacion entre la variacion del estado de salud mamaria de la
vaca y los indicadores de riesgo a nivel de individuo y de rodeo, y estimar la
proporcion de la varianza total en la prevalencia de mastitis clinica y subclinica que es

atribuida al efecto contextual del tambo.
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Capitulo 1

Estimacion y distribucion de la frecuencia de mastitis y patégenos bacterianos

en vacas y tambos de la cuenca lechera de Villa Maria (Cordoba)
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Introduccion

La mastitis bovina es mundialmente considerada una enfermedad de la
produccion como consecuencia de las pérdidas econdmicas que produce en los
rodeos lecheros atribuidas no sélo a la disminucién en la produccion (Raubertas y
Shook, 1982; Bartlett y col., 1990; Hortet y Seegers, 1998; Huijps y col.,2008; Durr y
col., 2008), sino también a los costos asociados al tratamiento, descarte de leche y
secado prematuro de animales en lactacion con mastitis clinica (MC) (Seegers, 2003).
Asimismo, se afecta la calidad de la leche y, por ende, altera su procesamiento, con
disminucién en la produccién de quesos (Politis y Ng - Kwai - Hang, 1988) y en la
durabilidad de la leche para consumo (Ma y col., 2000).

La causa mas comun de mastitis clinica y mastitis subclinica (MSC) son las
infecciones intramamarias (IIM) producidas por una variedad de patégenos
bacterianos. El conocimiento de los agentes involucrados es de trascendencia, porque
difieren tanto en aspectos epidemiolégicos, como es la capacidad de difusion de las
cepas en el rodeo, y en aspectos relacionados a la virulencia de las cepas dentro de
una especie. En conjunto, contribuye a orientar las estrategias de control dirigidas a
blancos especificos.

Los patégenos de mastitis se clasifican en mayores y menores segun la
severidad y el grado de respuesta que se genera en la glandula mamaria. Los
patogenos mayores del tipo contagioso incluyen Streptococcus agalactiae,
Staphylococcus aureus y Mycoplasma spp. Corynebacterium bovis es considerado
patégeno contagioso menor. Los patégenos de naturaleza contagiosa sobreviven en la
ubre de la vaca y las nuevas infecciones se suceden primariamente en las acciones de
manipulacién durante el ordefie. Los patégenos ambientales se denominan asi no sélo
porgue estan en el ambiente, sino también porque ingresan a la ubre de forma directa
desde el ambiente. Las bacterias incluidas son patégenos mayores y pertenecen al
grupo de las Gram - negativas (Pseudomonas spp. y bacterias coliformes tales como
Escherichia coli y Klebsiella spp.) y de las Gram - positivas como Streptococcus spp.
(Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae, y otros Streptococcus spp. no
identificados como Streptococcus agalactiae). Staphylococcus coagulasa negativo son
considerados como patégenos menores. Otros microorganismos pueden causar |IM,
tales como hongos y algas, pero estos no son patdgenos comunes (Wilson y col.,,
1997).
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El cultivo microbioldgico es usado para definir el estatus de infecciéon de
las vacas y permite asi, estimar la prevalencia de infeccion en los rodeos.
Asimismo, constituye una herramienta Util para el desarrollo de programas de
control de la mastitis. Las muestras de leche pueden ser obtenidas
individualmente de cada vaca o del tanque concentrador de leche. El cultivo de
leche de tanque es aplicado con el propésito de inferir cuales son los
patégenos mas frecuentes en los rodeos. Sin embargo, en particular, el cultivo
bacteriolégico de muestras de leche de vaca es la estrategia mas efectiva para
identificar el organismo causal de la mastitis y desarrollar una estrategia de
control (Bramley y col., 1996; Ruegg, 2001). Las muestras de leche de cada
vaca pueden ser colectadas de cada cuarto o una muestra compuesta de los
cuatro cuartos (Schukken y col., 2003).

La mastitis infecciosa, ya sea de caracter contagiosa o ambiental, es una
enfermedad en la que interactian multiples factores para dar forma a su
presentacion, clinica o subclinica, como asi también para determinar su magnitud
en la poblacién y severidad en los individuos (Elbers y col., 1998; Barkema y
col., 1999; Zadoks y col., 2001; Ruegg, 2001).

El conocimiento de la prevalencia de patégenos que causan mastitis en
relaciéon al nimero de partos, el estadio de lactacion y otros posibles factores de
agrupacion dentro de la vaca o del rodeo seria de importancia en términos de
desarrollo de una estrategia de control de la enfermedad dado que nos permite
inferir cuales son los grupos de alto riesgo.

Si bien existen estudios relacionados a mastitis y patégenos asociados
en diferentes cuencas de la Republica Argentina, no se ha realizado un estudio
epidemiolégico con seleccion aleatoria de tambos que permita estimar la
prevalencia y distribucién de la mastitis y los principales microorganismos

bacterianos involucrados.

Hipétesis de la investigacion

Este capitulo es de caracter inductivo, por lo tanto no tiene hipétesis
previa, siendo sus propositos estimar la prevalencia promedio de mastitis en
tambos de la cuenca lechera de Villa Maria (Cérdoba) y la predominancia de
patégenos bacterianos identificados como asociados a mastitis.

Asimismo, se espera que en la poblacién de vacas estudiadas y de
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acuerdo a distintos atributos individuales se visualicen variaciones en el riesgo,

expresado en las diferentes prevalencias especificas.

Objetivo

Estimar la prevalencia de mastitis y de patdgenos bacterianos asociados en
tambos de la cuenca lechera de Villa Maria (Cérdoba). Evaluar la variacion de la

prevalencia de mastitis a nivel de vaca y de rodeo.

Material y métodos

Poblacién diana

La poblacién diana u objetivo de la inferencia en este estudio fueron los
establecimientos lecheros de la cuenca de Villa Maria (Cérdoba) que tenian entre 100

y 250 vacas totales.

Seleccién de los tambos

El estudio estuvo constituido por una muestra de 51 tambos pertenecientes a la
Unidad Ejecutora Local (UEL) Villa Maria (Cérdoba) que fueron seleccionados en
forma simple y al azar, a partir de un universo de 334 rodeos lecheros que poseian
entre 100 a 250 vacas totales. Esta informacién corresponde a los datos obtenidos del
censo ganadero en el marco de la campafia de fiebre aftosa realizado durante el afo
2006.

Los productores seleccionados para participar en el estudio fueron contactados
inicialmente mediante una carta de presentacion del grupo de investigacion en sobres
con el membrete de la UNRC. La carta enviada resaltaba la experiencia del grupo de
trabajo en el area de calidad de leche, los propositos y caracteristicas mas destacadas
del proyecto, y una explicacién de como su participacion en el estudio redundaria en
beneficio de su sistema de produccion. Luego, se establecié un contacto telefonico y
finalmente se realizd una reunién con los productores para describir en detalle los
objetivos del proyecto.

De los 51 establecimientos elegidos, 7 (13,7%) no se mostraron deseosos de

participar, razon por la cual fueron reemplazados por otros productores seleccionados
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también al azar de la lista original. Los establecimientos incluidos en el estudio

fueron visitados una Unica vez entre los meses de marzo y septiembre de 2007.

Visita a los establecimientos

Cada tambo fue visitado durante el ordefie y se procedié a seleccionar
las vacas a muestrear mediante un procedimiento de seleccion al azar
sistematico. Para esto, el total de vacas en ordefie se dividid por el tamarfio de
la muestra establecido previamente. De esta manera se identificé el numero a
sistematizar, para posteriormente elegir al azar el punto de arranque
(Thrusfield, 1996). El total de vacas muestreadas en cada tambo fue en
promedio de 45 vacas (DS = 3). Este tamario fue suficiente para estimar una
prevalencia de MSC del 20%, con una precisién absoluta del 10,3% en un
rodeo con 200 vacas en ordefie. Ademas, fue apropiado para detectar la
presencia de al menos una vaca con MC, si la frecuencia fuese en el rodeo de
al menos el 5%. En ambos casos la confianza elegida fue del 95%. La
ecuaciones utilizadas en el calculo fueron aquellas descritas por Thrusfield
(1996), e implementada en el programa EPIDAT (OPS, 2003).

Cada muestra de leche fue obtenida de manera aséptica
inmediatamente antes del ordefie. El procedimiento utilizado consistid en
realizar el descarte de los primeros chorros de leche (milk strip) para detectar la
presencia de MC a través de la visualizacion de alteraciones fisicas en la leche
(NMC, 2003) y posteriormente desinfectar los pezones con un algodén
embebido en etanol 70%. Asi, un volumen aproximado de 50 ml de una
muestra compuesta de los 4 cuartos se recolectéd en tubos de plastico estéril,
conservandose las muestras a 4°C hasta su recepcién en el laboratorio. Una
alicuota de 10 ml fue transferida a un tubo de ensayo estéril premarcado y
conservado a -20°C hasta su procesamiento bacterioldégico dentro de los 20
dias posteriores al muestreo. Al volumen restante de leche (40 ml) se le
adicion6 un conservante (azidiol) para la posterior determinacién de recuento
de células somaticas (RCS).

De cada vaca seleccionada se registrd, el nimero ordinal de partos, los
dias de lactacion al momento del muestreo, el indice de suciedad de la ubre
(Schreiner y Ruegg, 2003) y la distancia comprendida entre la punta del pezén

anterior y el piso. La variable dias de lactancia, fue clasificada en menos de 90
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dias, entre 90 y 180 dias y mas de 180 dias de lactancia, mientras que la variable
numero ordinal de partos fue clasificada en vaquillonas de primer parto y vacas de dos
0 mas partos. El indice de suciedad fue utilizado usando una escala de 1 a 4 a partir
de la observacién posterior de la ubre, donde 1 correspondié a aquellas ubres libre de
suciedad, 2 ubres con suciedad leve (2% - 10% de superficie cubierta), 3 ubres con
suciedad moderada (10% - 30% de superficie cubierta) y 4 ubres con mas del 30% de
la superficie cubierta de suciedad apelmazada. La variable distancia comprendida
entre la punta del pezén y el piso fue considerada como binaria. A tal fin, se calculé la
media del total de mediciones realizadas y se clasificd a la variable segun estuviera

por encima o debajo de dicho valor.

Analisis de leche: RCS y cultivo bacteriologico

El RCS fue determinado mediante el método de Fluorocitometria Laser
recomendado por la Federacion Internacional de Lecheria (FIL - IDF 148A:1995). Las
muestras conservadas con azidiol y frio fueron procesadas dentro de las 24 h
posteriores a su recoleccion en el Laboratorio de Diagnéstico Veterinario Villa Maria
(LabVIMA) con un equipo Somacount 300 (Bentley, USA). Inicialmente la muestra de
leche fue colocada en un bafio Maria a 40°C, luego homogeneizada con un agitador
incorporado al equipo para la posterior determinacién de RCS. Los resultados fueron
registrados como cél/ml x 1000.

Un volumen de 10 pl de la muestra fue sembrada en agar sangre ovina 5%, y las
placas fueron incubadas a 37°C y examinadas a las 24 h y 48 h. Los aislados fueron
analizados segun morfologia, color y tamafio de la colonia, como asi también
presencia y tipo de hemodlisis. Cada aislado fue examinado por su respuesta a la
tincion de Gram (NMC, 2004). La identificacion preliminar de organismos Gram
positivos se realizé en base a la prueba de la catalasa. Los cocos Gram positivos
catalasa positivos considerados estafilococos fueron clasificados como coagulasa
positivo o negativo por medio de la prueba de la coagulasa de 24 h (NMC, 2004). Los
cocos Gram positivos catalasa positivos coagulasa positivo fueron identificados como
S. aureus teniendo en cuenta datos historicos citados en la siguiente bibliografia (Gil
Turnes, 1977; Tessi y col.,, 1979; Giraudo y Busso, 1980; Rivero y col.,, 1984;
Rampone y col., 1993; Bogni y col., 1997; NMC, 1999). Los cocos Gram positivos
catalasa negativos fueron identificados como estreptococos (NMC, 2004). Los bacilos

Gram positivos catalasa positivos fueron clasificados como Bacillus spp. Los bacilos
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Gram positivos, pleomérficos, catalasa positivos se clasificaron dentro del género
Corynebacterium spp., mientras que los catalasa negativos se identificaron como
Arcanobacterium pyogenes (NMC, 2004). La identificacién preliminar de los
bacilos Gram negativos se realizd segun la prueba de la oxidasa. Los
microorganismos oxidasa positivos fueron clasificados como Pseudomonas spp.,
mientras que los oxidasa negativos fueron identificados como pertenecientes al
grupo de las enterobacterias (NMC, 2004). Una muestra fue considerada positiva
cuando se aislaron 3 o mas colonias de hasta 3 tipos coloniales distintos;
mientras que el aislamiento de 3 o mas tipos de colonias bacterianas diferentes
permitio identificar a la muestra como contaminada (Ruegg y Sekito, 2004). Para
realizar el analisis se considerd la presencia de un solo tipo de colonia (cultivo

puro) y de dos tipos de colonia (cultivo mixto).

Definicion del estatus de salud de la ubre de las vacas

La salud mamaria de cada vaca fue definida considerando los
siguientes criterios operativos: 1) Presencia de patégenos bacterianos 2) Valor
de RCS en leche compuesta, 3) Presencia de patdégenos mayores y RCS
mayor a 250000 cél./ml, criterio establecido para definir MSC y 4) Presencia de
MC

Analisis estadistico

La descripcion del muestreo se realizé6 a nivel de vacas y tambos,
considerando las distintas definiciones operativas del estatus sanitario de la
ubre.

Las comparaciones entre individuos o establecimientos se realizaron
mediante el calculo de los intervalos de confianza binomiales (Thrusfield, 1996)
en el caso de las proporciones (prevalencias de microorganismos, MSC y MC)
y mediante el calculo de los percentilos 25, 50 y 75% en el caso del RCS.

Se estudié la concordancia de distintos aislamientos de géneros
bacterianos utilizando para tales efectos el indice Kappa, indicador que fue
evaluado mediante una prueba de Chi Cuadrado (Iraola y col., 2004).

Resultados

17



Poblacion diana y poblacion de estudio

El tamafo de los rodeos estudiados, considerando el niimero de vacas totales,
mostré un perfil similar respecto de los datos censales disponibles de los tambos
pertenecientes a la UEL de Villa Maria (Tabla 1.1). Ademas, la distribucion de tamafio
de los rodeos que fueron seleccionados en primera instancia pero que no aceptaron
participar fue similar al del conjunto de tambos que conformaron la poblacién de
estudio (Tabla 1.1)

Variacién entre vacas

En total se recolectaron muestras compuesta de leche de 2296 vacas. De
éstas, la proporcion de vacas con cultivo positivo fue 78,2% (IC 95% 76,4 - 79,8),
mientras que 15,6% (IC 95% 14,1 - 17,1} y 6,2% (IC 95% 5,2 - 7,2) de las vacas
presentaron cultivos negativos y contaminados, respectivamente.

El patébgeno mayor mas frecuentemente aislado fue S. aureus, seguido por
bacterias identificadas como Streptococcus spp. y luego por el grupo de las
enterobacterias. El 41,9% del total del vacas muestreadas presentd aislamiento de
Staphylococcus coagulasa negativo (Tabla 1.2).

Las proporciones de cada tipo de aislamiento bacteriano fueron comparadas
entre categorias de vaca y vaquillonas, como asi también entre distintos estadios de
lactancia. Considerando a los patégenos mayores, la especie contagiosa S. aureus fue
la predominante en las distintas categorias.

La concordancia de patogenos bacterianos fue estudiada para la especie de
mayor importancia, S. aureus en relacion a Streptococcus spp. y a SCN. En ambos
casos el indice Kappa fue inferior a cero, indicando que la presencia de un patégeno
bacteriano es independiente de la presencia de otro (Tabla 1.3).

La distribucién de RCS para el conjunto de las vacas estudiadas presenté una
mediana de 237.000 cél/ml (Tabla 1.4). El RCS no fue determinado en 22 vacas
porque las muestras de leche presentaban grumos y correspondian a vacas con MC.

La prevalencia de MC y MSC para el conjunto de las vacas muestreadas fue de
3,0(IC95% 2,3-3,7) y 19,4% (IC 95% 17,8 - 21,0), respectivamente.

La variacion de RCS y mastitis, de acuerdo a las distintas categorias de vaca,

mostré que el RCS vy la prevalencia de MSC fueron superiores en estadios de lactancia
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mas avanzados y en vacas con 2 o mas partos (Tabla 1.5). Por el contrario, las
prevalencias de MC no experimentaron patron de variacion alguno (Tabla 1.5).

El indice de suciedad implementado de acuerdo a protocolos
previamente disefiados (Schreiner y Ruegg, 2003) y bajo las condiciones de
este estudio mostré que en las vacas con ubres mas limpias (categoria 1) la
frecuencia de MSC fue superior al resto de las vacas (categoria 2, 3y 4) (Tabla
1.5).

La distancia comprendida entre la punta del pezén y el piso, presento
distribucién normal con media 51,3 cm. (DS = 6,25) y estuvo correlacionada
negativamente con el nimero ordinal de parto (Coeficiente de correlacion de
Spearman = -0,43, valor p <0,001). En base a la media se formaron dos grupos
y al realizar la comparacién se observé un incremento en la mediana de RCS y

de la prevalencia de MSC en el grupo de menor distancia (Tabla 1.5).

Variacion entre tambos

La mediana de RCS en la mayoria de los tambos fue inferior a 500.000
cél/ml (Figura 1.1 A). Las estimaciones fueron hechas sobre la base de 45 (DS
= 3) vacas muestreadas por tambo y una fraccion de muestreo promedio del
37% (DS = 11).

La prevalencia de infeccion fue muy dispar entre establecimientos
(Figura 1.1 B), asi como también la importancia relativa de la proporcién de S.
aureus y Streptococcus spp. (Figura 1.1 C). En la mayoria de los
establecimientos, S. aureus fue el patégeno mayor predominante, mientras que
en unos pocos tambos el patdégeno de mayor importancia pertenecia al género
Streptococcus. En aproximadamente el 20% de los establecimientos coexistian
los dos tipos de patégenos bacterianos.

Entre los establecimientos estudiados se observd una gran variaciéon en
relaciéon a la prevalencia de MSC con un rango entre 2,2% y 50% (Figura 1.2
A). En cuanto a MC, el rango fue entre 0% y 13%, con intervalos de confianza

poco precisos debido al bajo nimero de muestras (Figura 1.2 B).

Discusidn
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A los efectos de evaluar el desempefio de los muestreos aleatorios y como una
medida de la calidad de las estimaciones derivadas del estudio realizado, es
aconsejable evaluar la tasa de respuesta y cuan comparables eran los
establecimientos estudiados de aquéllos que no desearon participar (Groves, 2006;
Draugalis y col., 2008).

Un aspecto central de la tasa de no respuesta es su magnitud, si ésta es
elevada, las posibilidades de sesgo aumentan considerablemente (Groves y col.,
2004). Las tres causas que aumentan la tasa de no respuesta son la imposibilidad de
contactar al entrevistado, el rechazo a participar y la incapacidad para participar
(Groves y col., 2004). La tasa de respuesta obtenida en este estudio fue del 86%, lo
cual es considerado apropiado para estudios basados en entrevistas (Babbie, 2007,
Singleton y Straits, 2005). Los aspectos criticos que han sido identificados como
asociados a elevadas tasas de respuesta son multiples y estan relacionadas con el
disefio previo a la administracion de la encuesta, el cual debe ser bien planificado. En
el caso particular de nuestro estudio tres elementos fueron tenidos en cuenta durante
la etapa de disefio del estudio. Estos fueron, las mdltiples formas de contacto que se
establecieron con los productores, las repetidas invitaciones a participar y la
administraciéon de un cuestionario amigable (Dillman, 2000; Groves y col., 2004;
Rothman y col., 2008), los que en el marco de esta investigaciéon pueden ser causas
plausibles de la buena tasa de respuesta obtenida.

Por otro lado, el grupo de productores que no acepté participar del estudio fue
similar a la poblacion de estudio respecto del total de vacas (tamafio del rodeo), y
representa una evidencia del buen desempefio del muestreo (Fink, 1995). A pesar de
que no se pudo disponer de otros indicadores para comparar entre los productores
que no participaron del resto, se asume que el tamafio de rodeo esta asociado a otros
aspectos de manejo y tecnolégicos. La elevada tasa de respuesta y la similaridad de
los productores reflejarian el buen desempefic del proceso de seleccion vy
reclutamiento de los productores para el estudio.

Los aislamientos bacteriolégicos obtenidos en este estudio muestran que S.
aureus fue el patégeno mayor mas prevalente, en acuerdo con investigaciones
realizadas en otros paises (Wilson, 1997; Gianneechini y col., 2002; Pitkala, 2004;
Haltia y col., 2006; Karimuribo y col., 2006; Ferguson y col., 2007; Lakew y col., 2009;
Persson y col.,, 2011). Si bien en Argentina no hay precedentes de estudios cuyo
disefio sea de las caracteristicas del presente y, por ende, permita realizar una

comparacion, una revision sistematica de los trabajos relacionados a mastitis realizada
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por Calvinho y Tiranti (2005) reporté que en estudios realizados en los dltimos
afios en diferentes cuencas y provincias del pais, S. aureus fue el patogeno
mas frecuentemente aislado.

Sin embargo, el grupo de patdégenos menores, y en particular el de SCN
fue el mas prevalente (41,9%) considerando el total de bacterias aisladas. Este
es un hallazgo reiteradamente reportado por la bibliografia (Myllys y col., 1998;
Pitkala y col., 2004; Tenhagen y col., 2006; Ferguson y col., 2007; Nam y col.,
2010; Schwarz y col.,, 2010), y por ello, es un grupo reconocido como
emergente (Pyordla y Taponen, 2009). Algunos autores explican este aumento
en la importancia relativa de CNS como consecuencia de la implementacion de
medidas de control de la mastitis bovina dirigida a la erradicacion y/o reduccion
de patdégenos contagiosos. Asi, aumenta el pool de cuartos mamarios
susceptibles a infecciones por patégenos menores (Smith y Hogan, 2007;
Sampimon y col., 2009). Por otro lado, la relevancia de este patdégeno para la
industria lechera esta sujeto a escrutinio e intenso debate en cuanto a su
relevancia sobre la salud mamaria. En este sentido, estudios moleculares se
estan llevando adelante para dilucidar las diferencias en patogenicidad de las
especies del grupo de CNS (Santos Nascimento y col., 2005; da Silva y col.,
2005; Turkyilmaz y Kaya, 2006; Martins y Cuhna, 2007; Cunha y col., 2007;
Taponen y col., 2007; Nemati y col., 2008; Park y col., 2011).

Streptococcus spp. fue aislado en muchos establecimientos, pero sélo
excepcionalmente se presentd con elevada prevalencia. Este género incluye
especies contagiosas y ambientales, cuya diferenciacion es determinante para
establecer pautas especificas acerca del control (Godking, 1997; Ruegg, 2001).

Si bien, la utilizacion de muestras compuestas de leche permitiria
especular la presencia de infecciones mixtas, los resultados obtenidos
muestran la ausencia de asociacion entre la presencia de uno y otro
microorganismo. Sin embargo, es importante aclarar que el valor del indice
Kappa produce resultados sesgados cuando las prevalencias son muy bajas o
muy elevadas, y ademas cuando hay gran disparidad entre las prevalencias
estimadas de los dos criterios en disputa (Szklo y Nieto, 2000). En este estudio
las prevalencias fueron bastantes dispares entre los patdégenos estudiados y se
produjeron resultados sesgados.

La mediana de RCS fue de 237.000 cél/ml para el conjunto de vacas

muestreadas y se encuentra en valores aceptables como indicador de la salud

21



mamaria (Heeschen, 2005). Sin embargo, los valores de RCS no fueron iguales
cuando se compararon diferentes categorias de animales. Valores mayores de RCS
fueron encontrados en vacas con mayor nimero de partos y en estadios de lactancia
avanzada. Este hallazgo ha sido reiteradamente reportado (Eberhart y col., 1987;
Sheldrake y col., 1983; Harmon, 1994). Dicho incremento del RCS ha sido atribuido a
las multiples exposiciones a infecciones a medida que avanza la edad vy la lactancia,
considerando que en vacas no infectadas el RCS se mantiene bajo de manera
constante e independiente del estadio de lactacion y el numero de partos (Eberhart y
col., 1987, Leavens y col., 1997).

El mayor valor de RCS en vacas con pezones proximos al suelo es consistente
con lo hallado por Kuczaj (2003) y Monardes (1990), quienes también detectaron una
correlacion entre la distancia punta del pezén - piso con el nimero de partos de la
vaca. Estos autores sostienen que en vacas con mas partos la profundidad de la ubre
es mayor y por lo tanto, los pezones se aproximan al piso. Asi, se dificultan las tareas
de limpieza y desinfeccion de los mismos para el ordefie y, de esta manera, aumenta
el riesgo de 1IM.

La ausencia de asociacion entre el indice de suciedad y la prevalencia de
infecciones contrasta con lo observado por Schreiner y Ruegg (2003) y Reneau y col.
(2005), quienes describieron una asociacién entre ubres sucias con elevados RCS y
elevadas prevalencias de mastitis. Los resultados obtenidos en el presente estudio no
sugeririan una utilidad potencial del indice de suciedad bajo las condiciones de
produccion imperantes en nuestro pais. Sin embargo, es importante aclarar que para
evaluar indices de esta naturaleza seria mas aconsejable realizar estudio del tipo
longitudinal, contemplando las estaciones del afo.

Todas las relaciones establecidas entre los atributos de la vaca y el estado de
salud mamaria fueron del tipo bivariado, por lo que no pueden considerarse
concluyentes, dado que posibles efectos confundidores pueden estar modificando
estas asociaciones.

El analisis de los indicadores de salud de la ubre a nivel de rodeo mostré una
gran variabilidad. Si bien, se observaron tambos con prevalencia elevada de MSC,
estas situaciones estuvieron representadas en general por bajos RCS en leche
compuesta. Las diferencias observadas entre predios podrian estar influenciadas por

medidas de manejo y factores de riesgo diferentes entre los establecimientos.

Conclusion
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La similitud de la distribucion de tamafio de rodeo entre la poblacion de
estudio y la poblacion diana refleja el buen desempefio del proceso de
muestreo. Este aspecto resalta la confiabilidad del mismo en la estimacion de
los distintos aspectos de la salud mamaria sobre los pequefios y medianos
productores lecheros de la cuenca de Villa Maria (Cérdoba).

Existe predominio S. aureus como agente asociado a mastitis en las
muestras de leche analizadas. La frecuencia de MC y MSC mostré6 amplia
variacion entre rodeos y categorias de animales, aun asi, en general 20 de
cada 100 presentaron MSC.

Estos hallazgos contribuyen a tener una vision actualizada de la
problematica de la enfermedad en los tambos de la cuenca en estudio y
resaltan la necesidad de investigar las causas de variaciéon entre rodeos vy

vacas.
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Tabla 1.1. Perfil de tamafo (vacas totales/rodeo) de la poblacion diana, de la
poblacién de estudio y del grupo no participante en tambos de la cuenca de Villa
Maria (Cordoba)

Tamano de los establecimientos (vacas totales)

Q1 Mediana Q3
Poblacion diana (n = 338) 137,5 173,5 212
Poblacion de estudio (n = 51) 135 160 200
Tambos no participantes (n = 7) 151 170 180,5

Q1: percentil 25%; Q3: percentil 75%

Tabla 1.2. Frecuencia absoluta y relativa de los principales microorganismos aislados

en vacas de tambos de la cuenca de Villa Maria (Cérdoba)

Aislamiento microbioldgico Frecuencia  Porcentaje (IC 95%)
Negativo 359 15,6 (14,1 -17,1)
Patogenos mayores
S. aureus 434 18,9 (17,3 - 20,5)
Streptococcus spp. 145 6,3(5,3-7,3)
Enterobacterias 115 50(4,1-5,9)
S. aureus - Streptococcus spp. 26 1,1(0,7-1,5)
S. aureus - Enterobacterias 0,3(0,1-0,5)
Streptococcus spp. - Enterobacterias 5 0,2(0-0,4)
Patogenos menores
Corynebacterium spp. 99 4,3(3,5-5,1)
Staphylococcus coagulasa negativo 962 41,9 (39,9 - 43,9)
Contaminado 143 6,2(5,2-72)
Total 2296 100

|C: intervalo de confianza
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Tabla 1.3. Concordancia entre los microorganismos

estudiados y test estadistico

Kappa (IC 95%)

-0.043 (-0,075 - 0,011)

Kappa
S. aureus
+ -
+ 26 150
Streptococcus spp. ] 442 1535
Staphylococcus + 99 1047
coagulasa negativo - 369 638

-0,269 (-0,303 - 0,235)

IC: intervalo de confianza

Tabla 1.4. Distribucion del recuento celular somatico para el total de vacas estudiadas
(n = 2274) en 51 tambos de la cuenca de Villa Maria (Cérdoba)

Percentiles (%) RCS (cél/ml)
10 25

25 93

50 237

75 622,25
90 1612,5

RCS: recuento de células somaticas
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Tabla 1.5. Distribucion del recuento celular somatico y prevalencia de mastitis de

acuerdo a distintas caracteristicas de la vaca en 51 tambos de la cuenca de Villa

Maria (Cordoba)

Estadio lactancia
<90 dias
90 - 180 dias
>180 dias
Edad
Vaquillona
Vaca

Indice de suciedad
1
2
3
4
Distancia pezén - piso

<51 cm

>51 cm

RCS (cél/ml x 1000)

Mastitis

Q1 Mediana Q3 Clinica (%) Subclinica (%)
40 144 465 28(2,1-3,4) 151(13,7-16,5)
93 213 584 2,7(2,0-3,4) 19,1 (17,4 -20,8)
145 368 844 2,7(2,1-3,2) 25,1(23,5-26,6)
43 135 341 21(1,5-2,8) 10,8(9.4-12,2)
108 284 753 28(2,4-3,3) 22,1(21,0-23,2)
98 250 631 2,3(1,8-2,8) 21,5(20,2-22,8)
84 210 641 3,1(2,3-3,8) 18,0(16,4 - 19,6)
72 203 603 52(3,0-74) 16,9 (14,8-18,9)
91 216 635 0,6 (0,0-14) 18,5(16,4-20,7)
1245 310 802 21(1,7-2,6) 11,4(10,5-12,3)
69 170 486 0,8(06-1,1) 8,0(7,2-8,8)

RCS: recuento de células somaticas; Q1: percentil 25%; Q3: percentil 75%
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Figura 1.1. Distribucion de RCS (A), prevalencia de infeccién (B) y distribuciéon de los
principales patégenos mayores asociados a mastitis (C) en 51 tambos de la cuenca de

Villa Maria (Cérdoba). RCS: Recuento de células somaticas
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Figura 1.2. Proporcién de vacas con mastitis subclinica (A) y clinica (B) estimada para

51 tambos de la cuenca de Villa Maria (Cérdoba)
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Capitulo 2

Prevalencia de cuartos con mastitis subclinica estimada a partir de muestras

compuestas de leche en bovinos de tambos de la Cuenca de Villa Maria

(Cérdoba)
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Introduccion

El incremento del recuento celular somatico (RCS) en muestras de
leche es consecuencia del proceso inflamatorio que ocurre en la glandula
mamaria, cuya causa principal son las infecciones intramamarias (lIM)
(Schukken y col., 2003; Pyorala, 2003).

El cuarto mamario es considerado como la unidad anatémica y funcional
de la glandula vy, por lo tanto, se prefiere la muestra de leche de cuarto para
examinar la relacion entre IM y el aumento de RCS (Dohoo y Leslie, 1991;
Schepers y col., 1997; Leavens y col., 1997; Djabri, y col., 2002a; Djabri, y col.,
2002b; de Haas y col., 2004). Sin embargo, en determinadas circunstancias,
una alternativa costo - efectiva es la utilizacion de muestra de leche compuesta
de los cuatro cuartos para estimar el estatus de mastitis de las vacas y los
rodeos.

El cultivo bacteriolégico es considerado hasta la actualidad como la
prueba de referencia o de oro para la determinaciéon de HM (Viguier, 2009), sin
embargo la utilizacién de esta técnica implica la obtencién de una muestra en
condiciones de esterilidad, demanda de 48 a 72 hs para la obtencién de los
resultados y es costosa si se realiza en todos los animales del rodeo. Una
alternativa mas practica, rapida y econémica es la determinacion del RCS
(Sargeant y col., 2001; Schukken y col., 2003).

El RCS en la muestra compuesta de leche permitiria determinar el
estatus de infeccion de la ubre y podria proveer informacién para la toma de
diferentes decisiones de manejo, como realizar cultivo bacteriolégico o
tratamiento antibiético al secado, y también seria de utilidad para cuantificar la
tasa de nuevas infecciones o la estimar las pérdidas productivas (Raubertas y
Shook, 1982; Reneau y col., 1983; NMC, 2003; Schukken y col., 2003; Durr y
col., 2008). Sin embargo, la dilucion de la muestra compuesta de leche
proveniente de cuartos con elevado y bajo RCS es una importante
consideracion al momento de interpretar los resultados obtenidos (Dohoo y
Meek, 1982).

La sensibilidad (Se) y la especificidad (Sp) del RCS para detectar |IM ha
sido investigada tanto a nivel de cuarto (Timms y Schultz, 1987; Schepers y
col., 1997; Schukken y col., 2003) como a nivel de vaca (Dohoo y col., 1981,

McDermott y col., 1982; Reneau, 1986). En este marco, en la literatura
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cientifica se plantea el debate de cual es la prueba de oro mas apropiada para
determinar el estatus de mastitis subclinica (MSC). Si bien la mayoria de los autores
considera el analisis bacteriolégico como prueba de referencia, otros autores sostienen
que se debe considerar ademas el RCS (International Dairy Federation, 1971; Dohoo y
Leslie, 1991; Hillerton, 1999; Pyérala, 2003).

Por otro lado, el nimero de células somaticas en leche no sélo depende de la
presencia o ausencia de 1IM sino que también esta influenciado por la edad de la vaca
y los dias de lactancia (Leavens y col., 1997; Schepers y col., 1997) Por lo tanto, los
valores de Se y Sp deberian ser ajustados estadisticamente por estos factores
(Greiner y Gardner, 2000).

Hipoétesis de la investigacion

Para estimar la prevalencia de cuartos afectados en los rodeos en estudio es
necesario evaluar distintos puntos de corte de RCS en la muestra compuesta de leche.
Se postula que la predictibilidad del RCS en muestras compuestas de leche bovina
para detectar vacas con al menos un cuarto afectado con IIM y MSC varia de acuerdo
al punto de corte seleccionado. Se postula que el desempefio de la técnica esta

influenciado por atributos de la vaca, tales como edad y estadio de lactacion.

Objetivo

Estimar la predictibilidad del RCS en muestras compuestas de leche bovina
para detectar vacas con al menos un cuarto afectado con IIM y MSC en tambos de la
cuenca de Villa Maria (Cérdoba). Ademas, evaluar la influencia de atributos de la vaca

sobre la Se y Sp del RCS en muestras compuestas de leche.

Material y métodos

La descripcion del muestreo de rodeos y vacas fue detallada en el capitulo 1.
Brevemente, 51 tambos fueron seleccionados al azar del estrato de productores que
tenian entre 100 y 250 vacas en ordefie; y en cada establecimiento se realizé6 un

muestreo aleatorio sistematico para colectar datos de 2296 vacas.

Ensayo de validacion
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Se recolectaron muestras de leche de cuarto de 219 vacas
pertenecientes a tres establecimientos de los 51 incluidos en la muestra. A
partir de una alicuota de cada cuarto se constituy6 en el laboratorio la muestra
compuesta de leche.

La prueba a validar fue el RCS en la muestra compuesta de leche y se
consideraron tres umbrales, 2150.000 cél/ml, 2200.000 cél/ml y =250.000
cél/ml.

La prueba de referencia fue el resultado de la muestra de cuarto
interpretado en paralelo, es decir, una vaca fue positiva cuando al menos un
cuarto era positivo (Martin y col., 1987). Dos pruebas de referencias fueron
contrastadas, 1) IIM: cuando en al menos un cuarto se aislé algun patégeno
mayor y 2) MSC; cuando en al menos un cuarto se aislé algun patégeno mayor

y ademas el RCS era superior a 250.000 cél/ml.

Evaluacion de los cambios en la Se y Sp

Las estimaciones de Se y Sp de acuerdo a distintos umbrales (puntos
de corte) de RCS en muestra compuesta de leche para detectar {IM y MSC se
realizaron utilizando curva ROC (Receiver - Operating Characteristic) (Detilleux
y col., 1999).

Evaluacion de la influencia de las caracteristicas de la vaca

Se evalué la influencia de los atributos de la vaca en el
desenvolvimiento de la prueba diagnéstica. Las caracteristicas evaluadas
fueron estadio de lactacién y numero de partos Para ambas variables se
consideraron dos categorias, lactancia temprana (menos de 100 dias) versus
lactancia tardia (100 o mas dias), y vaquillona (1 parto) versus vaca (2 o mas
partos). El rodeo fue incorporado al modelo como efecto fijo. Como

consecuencia se planteo el siguiente modelo de regresién logistica muitiple:

Log (p(x) / (1 - p(X)) = Bo + B1W1 + oW, + BsW3 + B,W,
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p(x): probabilidad de RCS 2 al punto de corte en muestra compuesta de leche

W;: resultado de la muestra de leche de cuarto interpretada en paralelo

W,: categoria segun numero ordinal de parto. Comparacién base: vaquillona

W;: categoria segun dias de lactancia. Comparacion base: después de los 100
dias

W,. rodeo

Valores de p <0,1 fueron considerados como significativos.

A partir de los resultados del modelo de regresion logistica utilizando los
coeficientes beta de las variables asociadas, se estimaron la Se y la Sp ajustada,

considerando los factores de la vaca de la siguiente manera (Dohoo y col., 2003):

Se = e/(1+ e")

Sp=1-¢e"/(1+¢e")

Donde, p = By + B,W, + B.W, + B;W;

Predictibilidad del RCS en leche compuesta para detectar IIM y MSC en al menos un

cuarto

El valor predictivo de los negativos (VPN) y el valor predictivo de los positivos
(VPP), entendido como las siguientes probabilidades, fueron estimados para cada
rodeo:

VPN = P (total de vacas con todos los cuartos mamarios negativos a ItM o
MSC / total de vacas con RCS <200.000 cel/ml en muestra compuesta de leche).

VPP = P (total de vacas con todos los cuartos mamarios positivos a IIM o MSC
/ total de vacas con RCS 2200.000 cél/ml en muestra compuesta de leche).

A tal fin, fue implementado en el software WinBUGS un modelo bayesiano

propuesto por Branscum y col. (2004).

Model{

for(iin 1:1)
yli] ~ dbin(apli].n[i])
apli] <- se*pi+(1 - sp)*(1 - pi)
}

se ~ dbeta(a, b)
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sp ~ dbeta(a, b)

pi ~ dbeta(a, b)

pvn <- sp*(1 - pi)((1 - se)*pi+sp*(1 - pi))
pvp <- se*pi/(se*pi+(1 - sp)*(1 - pi))
OneMinusPVN <- 1 - pvn

}

La informacion de Se y Sp utilizada en el modelo fue la obtenida del
ensayo de validacion. Dichas estimaciones fueron asumidas con una
distribucién beta dado que son proporciones. Los parametros a y 3 de la
distribucion se obtuvieron a partir de las tablas 2 x 2 (Gardner, 2004) de la

siguiente manera:

a = numero de positivos del total de infectados + 1

B = numero de negativos del total de infectados + 1

De la misma forma, los parametros a y B para la Sp surgen del total de
no infectados.

Los datos de prevalencias previas fueron obtenidos a partir de la opinion
subjetiva de los expertos de la regién (Spiegelhalter y col., 2004). La
prevalencia previa de MSC fue de 0,25 (percentil 2,5% 0,13, percentil 97,5%
0,41) y la de M fue de 0,4 (percentil 2,5% 0,2, percentil 97,5% 0,62).

La distribucion de las variables mencionadas, Se, Sp y prevalencias

previas fue descripta utilizando el software Betabuster.

Resultados

Descripcién de la poblacion del ensayo

De las 219 vacas involucradas en el ensayo se procesaron en total las
muestras de 858 cuartos mamarios. La frecuencia de aislamiento de patégenos
mamarios fue de 69,9%, siendo levemente superior la frecuencia de patégenos
menores (Tabla 2.1).

La prevalencia de IIM y MSC, utilizando la informaciéon de cuarto y

realizando una interpretacién en paralelo, en la poblacién involucrada en el
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ensayo de validacion fue de 73,1% (IC 95% 67,2 - 78,9) y 46,6% (IC 95% 40,0 - 53,2),
respectivamente. El mayor porcentaje de vacas con IIM tuvieron uno o dos cuartos
afectados (Figura 2.1 A), mientras que para MSC la mayoria tenia solo un cuarto
afectado (Figura 2.1 B).

En la poblacién involucrada en el ensayo de validacion predominaban las vacas
de mas de un parto, representando el 82,6%. Por otro lado, la proporcién de vacas con

mas de 90 dias de lactancia representaban el 77,1%.

Analisis del umbral de RCS mediante curva ROC

Los valores de Se y Sp para ambos contrastes de referencia muestran que un
umbral de RCS de aproximadamente 200.000 cél/ml optimiz6 los indices de validez.
Puntualmente, los valores de RCS fueron 177.000 cél/ml (Figura 2.2 A) y 213.000
cél/ml (Figura 2.2 B) para [IM y MSC, respectivamente.

Los valores de Se y Sp considerando distintos umbrales de RCS son
presentados en la Tabla 2.2. Las areas bajo la curca ROC fueron de 0,65 (IC 95% 0,56
- 0,73) y 0,80 (IC 95% 0,74 - 0,86) para IM (Figura 2.3 A) y MSC (Figura 2.3 B),

respectivamente.

Evaluacion de la influencia de las caracteristicas de la vaca

El efecto del estadio de lactacién y el nimero ordinal de parto resulté marginal
en comparacion con el estatus de lIM y MSC (Tabla 2.3) para los puntos de corte mas
bajos. Cuando se evalué para un punto de corte 2300.000 cél/ml, ninguna de las dos
variables resulté significativa. Los valores de p al evaluar el efecto tambo en todas las
ecuaciones estuvo por encima de 0,1.

La Se y la Sp ajustada del RCS en muestra compuestas de leche con un
umbral 2200.000 cél/mi para vaquillonas de mas de 100 dias de lactancia para
detectar al menos un cuarto con IIM fue de 47,5% y 75,6%, respectivamente.
Considerando el mismo umbral de RCS en leche compuesta y para la categoria de
vacas con mas de 100 dias de lactancia para detectar al menos un cuarto con MSC, la

Se y la Sp ajustadas fueron de 82,9% y 65,7%, respectivamente.

Predictibilidad del RCS en leche compuesta para detectar IIM y MSC en al menos un

cuarto
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El promedio de la proporcion de vacas con resultado falso positivo por
tambo fue similar para ambas pruebas de referencia, IIM y MSC. Por el
contrario, el promedio de la proporcidn de vacas con resultado falso negativo
fue superior cuando la prueba de referencia fue MSC (Figura 2.4). A medida
que el punto de corte de RCS aumenta la proporcion de falsos positivos (FP)
disminuye, por el contrario la de falsos negativos (FN) aumenta.

El modelo implementado permitid estimar la prevalencia posterior de
MSC para un punto de corte de RCS 2200.000 cél/ml. Los resultados para

cada tambo se muestran en la Figura 2.5.

Discusioén

El RCS en muestra de leche compuesta puede ser utilizado con cierto
grado de validez para estimar la frecuencia de mastitis en los rodeos
(McDermott y col., 1982; Timms y Schultz, 1987; Dohoo y Leslie, 1991). La Se
y Sp de esta técnica fueron estimadas dentro del marco del presente estudio,
usando una submuestra de tres rodeos para evitar la extrapolacion de datos
obtenidos de otras poblaciones. La Se (0,56) del RCS en leche compuesta
obtenido en este estudio con un punto de corte de 200.000 cél/ml fue inferior a
los resultados reportados en previos estudios cuando la infeccion a nivel de
cuarto fue la prueba de referencia. McDermott y col. (1982) estimaron una Se
de 0,89 con vacas de 12 rodeos, mientras que Dohoo y Leslie (1991)
reportaron una Se de 0,83 con vacas de un rodeo.

Diferentes factores tales como el volumen del inéculo utilizado en el
analisis bacteriolégico y los patégenos bacterianos presentes en la leche
pueden explicar el menor valor de Se estimada en este estudio. Dohoo y Leslie
(1991) utilizaron un in6éculo mayor (0,025 ml) con relacién al utilizado en este
estudio, mientras que McDermott y col. (1982) no informaron el volumen de
in6culo sembrado.

Por otro lado, el patégeno involucrado puede explicar ciertas
diferencias. Staphylococcus aureus fue el agente mas prevalente en este
estudio y puede eventualmente arrojar resultados FN porque es excretado de
cuartos afectados siguiendo un patrén ciclico o a niveles persistentemente

bajos (Buelow y col., 1996).
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Con relacion al valor de Sp (0,65) estimado en este estudio, resulté inferior al
valor de 0,75 reportado por McDermott y col. (1982) y superior al valor de 0,589
estimado por Dohoo y Leslie (1991).

La literatura cientifica no provee informacién en relacién a los indices de
validez del RCS en leche compuesta utilizando MSC como prueba de referencia. Sin
embargo, la validez general, considerando el area bajo la curva (ABC) ROC con un
valor de 0,80, resulté moderada acorde a una guia arbitraria sugerida por Swets
(1988). Esta guia distingue entre no informativa (ABC 0,5), poco valida (ABC >0,5 y
<0,7), validez moderada (ABC >0,7 y <0,9), validez alta (ABC >0,9 y <1) y prueba
perfecta (ABC 1). Asimismo, los valores de Sp del RCS cuando se compararon las dos
pruebas de referencia, IIM y MSC, fueron superiores para MSC. Este resultado puede
ser explicado por la presencia de cuartos infectados pero sin respuesta inflamatoria
(RCS <250.000 cél/ml), los mismo no fueron considerados positivos.

A partir de los resultados del modelo de regresion logistica y en acuerdo con
diferentes reportes el estatus de infeccién fue el factor mas importante que explica los
elevados RCS (Dohoo y Meek, 1982; Harmon, 1994; de Haas y col., 2002; Reksen y
col., 2008). Las caracteristicas de la vaca parecen tener un efecto marginal (Dohoo y
col., 1981; Schepers y col., 1997; Djabri y col., 2002b), y es especialmente remarcable
en bajos puntos de cortes de RCS en leche compuesta.

Los valores de Se y Sp ajustados mejoran la predictibilidad de los resultados
(Greiner y Gardner, 2000). Coughlin y col. (1992) propusieron realizar las inferencias a
partir de los estimadores obtenidos del modelo de regresion logistica. Los resultados
obtenidos en el presente estudio muestran que el nimero de partos tuvo mayor efecto
con relacién a dias de lactancia para ambas pruebas de referencia a un punto de corte
de 150.000 cél/ml en leche compuesta. Esta situacién se invierte cuando el punto de
corte aumenta a 200.000 cél/ml. En un umbral de 150.000 cél/ml, una alta proporcién
de vacas (= 2partos) son clasificadas como positivas. De esta manera el efecto dias en
leche podria estar relativizado porque se reduce significativamente el error de
clasificacion de la categoria de animal mas numerosa (vacas). A un punto de corte de
200.000 cél/ml, el estadio de lactacion se torna mas relevante porgue la proporcion de
vacas Yy vaquillonas clasificadas como positivas se equipara y de esta manera, realizar
el ajuste por dias en leche adquiere importancia. La bibliografia muestra disparidad en
relacién a cual de las dos caracteristicas es mas relevante. Dohoo y col. (1981)

encontraron mayor efecto del nimero de partos sobre el RCS en leche compuesta,
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mientras que Schepers y col. (1997) informaron un mayor efecto de de la
variable dias en leche sobre el RCS a nivel de cuarto.

En base a los resultados de este estudio, se observa que el rodeo no
afectd significativamente al resultado de RCS en leche compuesta. De esta
manera, es consistente con lo hallado por Schepers y col. (1997), quienes
estimaron un coeficiente de correlaciéon intraclase del 23%. Estos autores
demostraron que el efecto rodeo fue marcadamente menor que el efecto vaca,
y por ende, las estimaciones podrian ser extrapoladas entre tambos. Esto
significa que seria mas importante, a los efectos de estimar con mayor
precisiéon la Se y la Sp, observar la frecuencia de vacas después de los 100
dias de lactacién.

El modelo bayesiano utilizado en este estudio permitié estimar la
proporcién de vacas con resultados FPy FN en cada rodeo considerando no
solo los datos de prevalencia aparente y valores puntuales de Se y Sp, sino
también informacion previa con respecto a la prevalencia real y variacion
aleatoria de los indices de validez dentro de ciertos parametros distributivos.

En el presente estudio, la estimacién de la prevalencia de vacas con al
menos un cuarto con |IM hubiera incurrido en significativos errores dada la baja
Se y Sp del RCS en leche compuesta para esta prueba de referencia, donde
una proporcion importante de vacas fueron mal clasificadas (FP y FN).Cuando
la prueba de referencia fue MSC se obtuvo mayor validez y la ventaja con
respecto a su capacidad diagnéstica se veria a su vez potenciada por el hecho
de que la técnica identifica vacas infectadas con patégenos mayores vy
elevados RCS en leche, constituyéndose en un método util para estimar el
impacto productivo de la enfermedad en los rodeos. Diferentes estudios han
demostrado el impacto que tiene el valor de RCS sobre la produccion de leche
(Raubertas y Shook, 1982; Seeger y col., 2003; Hagnestam - Nielsen y col.,
2009).

La trascendencia de la eleccién de un punto de corte radicaria en el
impacto que tiene un resultado FN o FP. Reneau (1986) propuso distintos
umbrales en RCS segun el objetivo con el que se utiliza esta prueba. En
programas orientados a tratamientos selectivos, puntos de cortes de 150.000
cél/ml serian los adecuados para minimizar la proporcion de FN. Si el objetivo
es obtener informacion para un programa de control, el punto de corte deberia

ser mayor para equilibrar la proporciéon de FN y FP. Considerando la
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importancia de poder estimar el impacto productivo que tiene la mastitis en los tambos
de la region, un punto de corte en el RCS de 200.000 cél/mi seria el mas apropiado
para disminuir la proporcién de FP sin aumentar de manera considerable la de FN, y
de esta manera estimar con margen de error la prevalencia real de MSC. En base a
los resultados obtenidos en el ensayo de validacion se puede especular que las vacas
responsables de esta sobreestimacion, fueron aguéllas con elevados RCS en leche
compuesta pero que no presentaban MSC en ninguno de los cuartos, lo que
generalmente se atribuyd a la ausencia de infeccion. S. aureus fue el patdégeno
predominante en los tambos de nuestra regiéon, como fue mencionado en el capitulo
anterior. En relacion a esto, dos aspectos se deberian considerar, por un lado la menor
sensibilidad del cultivo bacteriologico para detectar este tipo de infecciones como fue
discutido antes y por otro lado, posterior a un episodio de mastitis clinica atribuido a
este patogeno, la estabilizacion del RCS a valores bajos demora mas tiempo,
especialmente en vacas (de Haas y col., 2002; de Haas, y col., 2004).

Por ultimo, el modelo podria ser atiin mejorado en términos de predictibilidad si
se suplementara el mismo con informacién acerca del error de clasificacion del cultivo
bacteriolégico. La Se y Sp del cultivo ha sido estimada utilizando Californian Mastitis
test como prueba a validar, pero resta aun su determinacion mediante el RCS en base

a sistemas automatizados.

Conclusion

Bajo las condiciones de estudio, un umbral de RCS en leche compuesta de
200.000 cél/ml maximizaria la Se y Sp para detectar MSC en al menos un cuarto.
Considerando este umbral, la Se y Sp ajustadas por los atributos individuales de la
vaca no experimentaron cambios muy marcados. De esta manera, y considerando los
errores de la técnica, fue posible estimar la magnitud y distribucién de la prevalencia

real de MSC para los rodeos de la cuenca de Villa Maria (Cordoba).
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Tabla 2.1. Patdégenos bacterianos aislados a nivel de cuarto (n = 219 vacas)

Aislamiento microbiolégico N %
Negativo 248 28,9
Patogenos mayores
S. aureus 172 20,0
Streptococcus spp. 40 4,7
Enterobacterias 49 57
S. aureus - Streptococcus spp. 10 1,2
S. aureus - Enterobacterias 0,3
Pseudornonas spp. 0,2
Patogenos menores
Corynebacterium spp. 37 4,3
Staphylococcus coagulasa negativo 285 33,2
Corynebacterium spp. - Staphylococcus coagulasa negativo 2 0,2
Contaminado 10 1,2
Total 858 100

Tabla 2.2. Sensibilidad y especificidad estimada para cuatro puntos de corte de

recuento celular somatico en muestras compuesta de leche para detectar la

presencia de infeccion intramamaria y mastitis subclinica

RCS (cél/ml) Infeccidén intramamaria Mastitis subclinica
Positivo sies 2 a Se Sp Se Sp

150.000 0,681 0,542 0,863 0,590
200.000 0,562 0,661 0,775 0,726
250.000 0,475 0,695 0,676 0,786

RCS: Recuento de células somaticas; Se: Sensibilidad; Sp: Especificidad
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Tabla 2.3. Resultados obtenidos del modelo de regresion logistica para infeccion

intramamaria y mastitis subclinica considerando tres umbrales de recuento celular

somatico en muestras del leche compuesta

Infeccién intramamaria
B (EE) Valor p

Mastitis subclinica
B (EE) Valor p

RCS 2150.000 cél/mi

Constante -0,31 (0,42) 0,46
Estadio de lactancia 0,74 (0,4) 0,06
Partos -1,03 (0,47) 0,03
Infeccién intramamaria 0,8 (0,32) 0,01

Mastitis subclinica - -
RCS 2200.000 cél/ml

Constante -1,13 (0,44) 0,01
Estadio de lactancia 0,85 (0,41) 0,04
Partos -0,85 (0,49) 0,08

Infeccién intramamaria 1,03 (0,31) <0,01
Mastitis subclinica - -
RCS 2250.000 cél/ml

Constante -0,78 (0,26) < 0.01
Estadio de lactancia - -
Partos -0,82 (0,48) 0.09

Infeccién intramamaria 1,05 (0,31) < 0.01

Mastitis subclinica - -

-0,65 (0,43) 0,13
0,82 (0,46) 0,07
-1,01 (0,53) 0,06

2,37 (0,42)  <0,01

-1,49 (0,43) <0,01
0,84 (0,44) 0,06

2,23(0,34)  <0,01

1,23(0,21)  <0.01

2,3(0,32) <0.01

RCS: Recuento de células somaticas; EE: Error estandar
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Capitulo 3

Perfiles de rodeos lecheros en relacién al control de mastitis y a la calidad de

leche en tambos de la Cuenca de Villa Maria (Cérdoba)
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Introduccion

En la Argentina el sector lechero ha experimentado profundos cambios en los
Ultimos 20 afios, observandose una marcada disminucion del namero de rodeos,
especialmente aquellos de menor tamafo, pero sin disminucién del nimero total de
vacas en ordefie seguin los datos del Censo Nacional Agropecuario (CNA) 1988 y
2002 (MAGYP de la Nacion). En la producciéon primaria de leche, la dominancia esta
dada por los pequefos y medianos productores de leche, asi un 84% de los tambos de
Argentina se encuentran localizados en los estratos de hasta 3000 litros de produccién
diaria de leche y un 86% poseen hasta 500 vacas (Castellanos, 2009). En este marco
de situacién, es relevante tener una visién actualizada de las caracteristicas
estructurales y de manejo de los tambos de baja y mediana escala productiva.

A los efectos de realizar un relevamiento adecuado de las caracteristicas de
los rodeos existe un gran cuerpo de literatura abocado al estudio de los factores
asociados a la mastitis clinica (MC) y mastitis subclinica (MSC). Los reportes abarcan
desde aspectos relacionados al hospedador, tales como el orificio y forma de pezén
(Elbers y col., 1998; Barkema y col., 1999; Zadoks y col., 2001), la pérdida de leche
pre - ordefio (Elbers y col., 1998; Waage, 2001) y edad de la vaca (Barkema y col.,
1999; Zadoks y col., 2001), como asi también aspectos del rodeo.

La rutina de ordefie conlleva una serie de eventos que influencian de manera
decisiva en la magnitud de la mastitis en la poblacién (Bartlett y col., 1992; Ruegg,
2001), en patrticular, la higiene y desinfecciéon de la glandula y el pezén (Barkema vy
col.,, 1999; Schreiner y Ruegg, 2003), la deteccion temprana de la mastitis y el
tratamiento precoz de cuartos afectado, como asi también aspectos relacionados con
la terapia al secado (Erksine y col., 1994; Barkema y col., 1999; Ruegg, 2001).

Ademas, el total de vacas en ordefie y el tiempo destinado a la actividad de
ordefie han sido reportados como aspectos relacionados con la magnitud de la
frecuencia de mastitis (Bartlett, 1992), asi como la preservacién del adecuado
funcionamiento de la maquina de ordefiar (NMC, 2003).

Sin embargo, las bases para el control de la mastitis consisten de algunas
medidas terapeuticas y preventivas de conocida eficacia. Estas han sido enumeradas
en el denominado “Plan de los cinco puntos” (Kingwill y col., 1970; Neave y col., 1966;
Neave y col., 1969) que ha contribuido a la reduccién de patégenos contagiosos en
muchos paises (Bradley, 2002). Los elementos del plan de los cinco puntos son

desinfeccién post - ordefie de pezones, terapia masiva de vacas al secado, terapia de
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casos de MC durante la lactancia, adecuado mantenimiento de la maquina de
ordefne y secado anticipado de vacas con problemas crénico de MC.

La aplicacién en mayor o menor grado de medidas profilacticas o
terapetticas por los productores lecheros deberia ser de utilidad para
examinar la variabilidad entre establecimientos y tipificar los rodeos. De este
modo, la tipificacién de sistemas y estilos de manejo pueden servir de
sustrato para disefar estrategias de intervencion apropiadas para los tipos de
productores identificados.

Asimismo, la eficacia de la implementacion del plan de los cinco
puntos para reducir la frecuencia de mastitis puede variar de una poblacién a
otra y por lo tanto deberia ser investigada por area o grupo de productores.
En este marco, este estudio epidemiologico esta orientado a describir
conglomerados de productores en base a un conjunto de factores de
exposicién que segun la evidencia cientifica disponible esta asociado al

incremento o disminucion del riesgo de mastitis.

Hipoétesis de la investigacion

Se estima a priori que existen diferencias entre rodeos lecheros de la
cuenca de Villa Maria (Coérdoba), respecto de las practicas de manejo
relacionadas al diagnostico, terapéutica y profilaxis de la mastitis, lo que

permitiria clasificarlos en base a estos criterios.

Objetivo

Caracterizar el manejo de la salud mamaria respecto de las acciones
relacionadas al diagndstico, terapéutica y profilaxis, implementadas por el
productor y con énfasis en la tipificacién de los sistemas de produccién y

esquema de control.

Material y métodos

El proceso de muestreo de los establecimientos fue descripto en el
capitulo 1. Brevemente, 51 tambos fueron seleccionados al azar del estrato de

productores que tenian entre 100 y 250 vacas en ordefie.
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Recolecciéon de datos

Los datos recolectados surgieron de observaciones directas de las
instalaciones y de la rutina de ordefie, de una encuesta realizada a los tamberos de los
tambos visitados, de la referencia geografica de los tambos y del analisis de muestras

de leche del tanque y de agua utilizada en la sala de ordenfe.

Elaboracion e implementacién de la encuesta

La encuesta fue elaborada considerando aspectos relacionados a tratamientos,
vacunas, higiene, instalaciones, diagnostico de mastitis, caracteristicas del ordefiador.
Los items contemplaban los descriptores basicos de un programa de control de la
mastitis reportados por el Mastitis Research Council.

Una vez elaborado el primer borrador de la encuesta, la misma fue remitida a
tres informantes calificados (especialistas reconocidos en el area de mastitis y calidad
de leche) para que realizaran una evaluacion tematica, de pertinencia de los tépicos y
claridad de las preguntas.

A partir de la encuesta definitiva se codificaron las variables y se confeccioné la
base de datos en el programa Excel de Microsoft. En cada visita, la encuesta de tipo
semiestructurada fue administrada por la misma persona en todos los establecimientos
y dirigida al tambero después de finalizado el ordefie de los animales.

Adicionalmente se registraron las coordenadas geograficas utilizando un GPS
eTrexLegend™ (Garmin Ltd).

Obtencién y procesamiento de las muestras biolégicas

Muestras de leche de tanque

En todos los establecimientos visitados se recolectd una muestra de 50 ml de
leche del tanque concentrador de leche al final del ordefie y previo a la agitacién. La
misma fue conservada a 4°C hasta el arribo al laboratorio, para su posterior
procesamiento bacteriolégico y analisis de recuento celular somatico (RCS).

Para el RCS se emple6 el método de Fluorocitometria Laser recomendado por

la Federacion Internacional de Lecheria (FIL - IDF 148A:1995). Las muestras
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conservadas con azidiol fueron procesadas dentro de las 24 horas posteriores
a su recoleccion en el Laboratorio de Diagnéstico Veterinario Villa Maria
(LabVIMA) con un equipo Somacount 300 (Bentley). El valor obtenido de RCS
fue dividido por 1000 y transformado utilizando logaritmo natural.

Las muestras se identificaron como positivas cuando algun patégeno
mayor fue aislado. Los patégenos mayores identificados fueron clasificados en
dos categorias, (1) patégenos contagiosos (Streptococcus agalactiae,
Staphylococcus aureus y Mycoplasma spp) y (2) patdégenos ambientales
(Pseudomonas spp., Escherichia coli, Klebsiella spp., Streptococcus uberis,
Streptococcus dysgalactiae, y otros Streptococcus spp. no identificados como
Streptococcus agalactiae).

A los fines de tipificar los rodeos de acuerdo a los esquemas de control
y considerando que la mayoria de las practicas estan dirigidas al control de
patégenos mayores contagiosos, los tambos fueron agrupados en 1) tambos
con aislamiento de patdégenos contagiosos en leche de tanque y 2) tambos con

aislamiento de patégenos ambientales en leche de tanque o negativo.

Muestras de agua

Se recolectaron muestras de agua utilizada en la sala de ordefie para
higiene de las ubres y las instalaciones segun los criterios establecidos por los
métodos estandarizados para el examen de aguas y efluentes de la Sociedad
Americana de Salud Publica.

La calidad bacterioldgica del agua se defini6 de acuerdo a los criterios
establecidos por el Codigo Alimentario Argentino (CAA) para el agua potable de
consumo humano dado que las industrias lacteas consideran estos parametros
para la certificacion de calidad de agua. El agua no fue considerada apta si se
encuentran presentes E. coli o P. aeruginosa, o se detectan recuentos de
aerobios mesofilos superiores a 500 UFC/ml, o de coliformes totales que
excedan 3 NMP/100 ml.

Analisis de los datos

Las variables de la encuesta fueron organizadas en siete grupos

tematicos, (1) estructura del rodeo, (2) nivel de tecnificacion, (3) rutina de
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ordefie y control de mastitis, (4) caracteristicas generales del tambero, (5)
infraestructura, (6) calidad microbiolégica del agua y (7) calidad bacterioldgica de la
leche de tanque. Las variables de cada grupo fueron resumidas en términos de
frecuencias relativas y absolutas cuando la naturaleza de las variables era del tipo
categorica y para las variables del tipo continuo se realiz6 una descripcion de medidas

de tendencia central y de dispersion.

El analisis de datos fue dividido en dos etapas:

1. Seleccion de variables: entre |las variables de cada grupo tematico se
evaluo la correlacion mediante un analisis de correlacion bivariado, donde se
evaluaron los coeficientes Rho de Spearman y posteriormente un analisis de
correlacién multivariado de Correspondencias miiltiples (ACM) (Greenacre, 1984). La
seleccién de variables dentro de cada grupo tematico se realiz6 considerando el mayor
peso relativo en el eje 1 de cada grafico del ACM. Considerando que este método se
aplica para variables categoricas, las variables continuas disponibles para el analisis
fueron clasificadas utilizando los cuartiles.

2. Clasificacién de los tambos: con las variables seleccionadas en la
primera etapa se realizé un Analisis de Conglomerado (Hair y col., 1999) y un Analisis
de Coordenadas principales (ACoorP) (Moser, 1994). La medida de distancia utilizada
fue Gower (sgrt(1 - S)). El Andlisis de Conglomerado fue del tipo jerarquico con
algoritmo de encadenamiento completo con el propésito de tipificar los rodeos. El
ACoorP permiti6 evaluar las similitudes entre los establecimientos de cada

conglomerado y la variabilidad explicada.

Las variables con algun registro incompleto (dato perdido) no fueron utilizadas
en el analisis multivariado (n = 5). Estas fueron: (1) nimero de vacas con MC durante
el ultimo mes (2) nimero de vacas con cuartos perdidos por mastitis (3) nimero de
vacas eliminadas por MC (4) frecuencia de cambio de pezoneras (5) modelo de la
maquina de ordefie.

Las variables con frecuencia de clases mayor a 0,95 y menor a 0,05 no fueron
tenidas en cuenta por presentar pequefa variabilidad en la respuesta (n = 5). Estas
fueron: (1) lavado pre - ordefie de pezones, (2) secado pre - ordefie de pezones, (3)
pre - sellado de pezones, (4) diagnéstico de rutina de MSC y (5) tratamiento de MC.

Se realizaron mapas tematicos para describir la distribucién espacial de los

conglomerados identificados.
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Resultados

Las variables disponibles para el analisis perteneciente a los grupos
tematicos nivel de tecnificacion, caracteristicas generales del tambero e
infraestructura se describen en la Tabla 3.1. Las variables pertenecientes a los
grupos tematicos rutina de ordefie y control de mastitis y estructura del rodeo

se detallan en las Tabla 3.2 y 3.3, respectivamente.

Seleccién de variables

Grupos tematicos estructura del rodeo, nivel de tecnificacion, infraestructura vy

caracteristicas del ordefador

Las variables del grupo estructura del rodeo estuvieron correlacionadas
(coeficiente de correlacion de Spearman p <0,01). Se eligid la variable
produccién leche en litros/dia/vaca por ser un indicador de productividad del
establecimiento. En referencia al grupo infraestructura, la variable nimero de
bajadas estaba correlacionada con estructura del rodeo y el tipo de instalacion
era homogéneo entre los establecimientos. Por este motivo se eligié control de
maquina de ordefie.

Las variables frecuencia de visitas veterinarias y edad del tambero
fueron las de mayor peso en el eje 1 en el ACM para los grupos tematicos nivel
de tecnificacién y caracteristicas del ordefiador, respectivamente (Figura 3.1 y
Figura 3.2).

Grupos tematicos calidad microbiologica del agua y calidad bacteriolégica de la leche

de tanque

Los resultados obtenidos del analisis de las muestras biolégicas
recolectadas fueron incluidos en la segunda etapa del analisis. En general, la
calidad bacteriolégica del agua utilizada en |la sala de ordefie fue pobre, sélo el
11,8% de los establecimientos utilizaba agua con buenos estandares de

calidad.
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En relacidn a la leche de tanque el promedio de InNRCS fue de 5,87 (Desvio

estandar = 0,61) y el porcentaje de muestras con patégenos mayores fue de 15,7%.

Grupo tematico rutina de ordefe y control de mastitis

La mayoria de los establecimientos (85%) que realizaban sellado hacia mas de
un afio que implementaban esta practica, por este motivo se consideré la variable
sellado como binaria.

La estandarizacion de la rutina de ordefie, es decir, si todos los operarios en la
sala de ordefie realizaban de forma metodica y sisteméaticas los mismos
procedimientos, fue observada en 50 de los 51 tambos visitados. El tratamiento de
vacas con MC y descarte de leche de vacas con tratamiento antibiético eran practicas
realizadas en mas del 95% de los tambos. En todos los establecimientos visitados el
tratamiento al secado se realizaba mediante infusion intramamaria (pomo) con
antibiético y el tambero era quien llevaba a cabo esta tarea.

Las variables seleccionadas en este grupo tematico fueron sellado post -

ordefie y tratamiento al secado por ser las de mayor peso en el eje 1 (Figura 3.3).

Clasificacion de los tambos

A partir del analisis de conglomerados se logro diferenciar dos grupos de
establecimientos (Figura 3.4) con un indice de correlacion cofenética de 0,66.

Los tambos del conglomerado 1 mostraron bajo nivel tecnolégico. Las practicas
de sellado post ordefie y tratamiento al secado eran de baja aplicaciébn en estos
rodeos. Por el contrario, la mayoria de los establecimientos del conglomerado 2 tenian
visitas veterinarias frecuentes y aplicaban un programa de salud mamaria. No se
observaron diferencias significativas en referencia a RCS vy aislamiento de patogenos
en leche de tanque y calidad bacteriolégica del agua utilizada en la sala de ordefie
(Tabla 3.2).

A partir del ACoorP se estimé que el total de variabilidad explicado con las
variables seleccionadas fue del 41% con dos ejes, mientras que el porcentaje de
variabilidad explicada aumenta al 54% considerando un tercer eje (Figura 3.5). El

Arbol de Recorrido Minimo de este ACoorP arroj6 una distancia de 0,69.

Distribucién espacial de los conglomerados

62



La distribuciéon geogréfica de los establecimientos visitados no parece
indicar algun nivel de agregacion en el espacio en relacion a los

conglomerados identificados (Figura 3.6).

Discusion

El estrato de productores lecheros de menor escala productiva adquiere
importancia en nuestro pais, y en la cuenca lechera de Villa Maria (Cérdoba)
en particular, por representar la mayor parte de los establecimientos lecheros
existentes. En Argentina no se han realizado en forma reciente estudios
dirigidos al relevamiento en forma detallada del nivel de adquisicion de
tecnologia, como asi tampoco del grado de aplicacibn de practicas
relacionadas al control de la mastitis.

La informacién que surge del CNA del afio 2002 son los ultimos datos
disponibles con respecto a estos aspectos. En este sentido, en las principales
provincias argentinas productoras de leche (Buenos Aires, Santa Fe, Cordoba,
Entre Rios y La Pampa) practicas tales como control lechero e inseminacién
artificial no superan el 50% de adopcion, mientras que el 80% y 70% de los
establecimientos disponen de equipos de ordefie en linea y equipos de frio,
respectivamente (Castellanos, 2009). Esta informacién no ha sido detallada
considerando distintos estratos de tamafio de los establecimientos, motivo por
el cual estos resultados no serian comparables con los obtenidos en el
presente estudio. Sin embargo, entre los productores analizados en este
estudio el nivel de aplicacion de practicas tales como inseminacién artificial y
control lechero es similar al descripto por el CNA 2002, mientras que el uso de
equipo de ordefie en linea y equipo de frio fue superior.

En general, los productores de los establecimientos visitados en este
estudio no tienen un conocimiento profundo de la enfermedad ni de las
practicas de control. Esto se vio reflejado en el desconocimiento de la
frecuencia de MSC en los rodeos y de los agentes patégenos involucrados en
los casos de MC. Ademas, se caracterizaban por la falta de uniformidad en la
aplicacion de medidas de manejo de reconocida eficacia, como son la
desinfeccion de los pezones y el tratamiento antibidtico al secado. De esta

manera, se puede inferir que un productor de estas caracteristicas responde a
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un tipo especifico, del cual se asume que en general tiene malos estandares de
manejo de salud mamaria.

La mediana de RCS en leche de tanque registrada al momento de la visita para
el conjunto de tambos estudiados fue de 329.000 cél/ml. Este valor se encontré por
debajo de lo reportado en las ultimas investigaciones realizadas en el pais por
diferentes autores. Acufa y col. (2001a) comunicaron que el 51,7% de los tambos
tenian un RCS en leche de tanque inferior a 350.000 cél/ml. En un estudio realizado
por Taverna y col. (2001) se informé un promedio de 407.000 cél/ml, mientras que en
el llevado a cabo por Revelli y col. (2004) se reporté un promedio bianual de 375.000
cél/ml en rodeos de tamano similar a los seleccionados en el presente estudio.

Si bien el grupo de productores incluidos en esta investigacion se asume
homogéneo, la hipétesis de esta investigacién se basa en que aun asi es factible
encontrar heterogeneidad y patrones de manejo diferenciales.

En el conglomerado I, el porcentaje de tambos que aplicaba tratamiento al
secado y sellado post - ordefio a todas las vacas de manera regular era superior con
respecto al conglomerado |. De esta manera, las diferencias encontradas entre los
conglomerados muestra la existencia de productores con una actitud diferente frente al
control de la mastitis.

Sin embargo, los conglomerados identificados no mostraron diferencias
significativas con relacion al RCS en leche de tanque y al porcentaje de aislamiento de
patégenos contagiosos. Asi, los resultados obtenidos muestran que si bien el manejo
puede ser utilizado para discriminar conglomerados, éstos no necesariamente pueden
diferir estadisticamente en la calidad de leche. Esto refleja la limitacion de utilizar una
muestra unica de leche de tanque, y plantea la necesidad de abordar en estudios
futuros el empleo de varias muestras en el tiempo para lograr una descripcidbn mas
completa de los estandares de calidad del tambo.

Por tal motivo, Schukken y col. (1990) y Schukken y col. (2003) sugieren utilizar
datos longitudinales en el tiempo para evaluar la relaciéon entre practicas de manejo
gue han sido llevadas adelante durante un periodo de tiempo determinado y calidad de
leche a nivel de tanque.

Por otro lado, en nuestro pais el principal patdgeno contagioso contintia siendo
S. aureus, segun los resultados informados en este estudio y en otras investigaciones
(Tirante y col., 1998; Chaves y col., 2001; Acufia y col., 2001b; Dieser y col., 2008).

En consecuencia, la capacidad de identificar establecimientos con practicas de

manejo mas adecuadas y relacionadas al plan de los cinco puntos dentro de un
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conglomerado especifico es una herramienta muy util considerando que
medidas como el sellado post-ordefie y el tratamiento al secado son estrategias
que pueden tener alto impacto en la reduccion de la mastitis contagiosa en los

rodeos de la cuenca de Villa Maria (Cordoba)

Conclusion

Los dos conglomerados de establecimientos identificados mostraron
diferencias en relaciéon a medidas de manejo que pueden ser modificables
mediante intervencién a los fines de mejorar las condiciones, con una posible
impacto positivo en el volumen de produccién y en el estandar de calidad de

leche de la cuenca de Villa Maria (Cordoba).
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Tabla 3.1. Descripcion de las variables pertenecientes a los grupos tematicos nivel de

tecnificacion, infraestructura y caracteristicas generales del tambero en los tambos de

la Cuenca de Villa Maria (Cérdoba) (n = 51)

Grupo tematico Variables Clases FA FR
(tambos) (%)
Nivel Control lechero 20 39,2
tecnificaciéon Inseminacion artificial 21 41,2
Registro informatico de 28 54,9
datos
Frecuencia de visitas Frecuente 38 74,5
veterinarias (0 - 45 dias)
Infrecuente 13 255
Infraestructura  Tipo instalacion Con fosa 41 80,4
Sin fosa 10 19,6
Nuimero de bajadas 4 3 59
6 16 31,4
7 1 20
8 23 451
10 7 13,7
14 1 2,0
Control maquina de Frecuente (al menos 24 471
ordefie cada 6 meses)
Infrecuente 27 52,9
Tanque de frio 44 86,3
Caracteristicas Nivel de instruccion Ninguno 13 25,5
del ordefiador Primario completo 31 60,8
Secundario completo 7 13,7
Formacion especializada 13,7
Tiempo en Menos de 12 meses 11 21,6
establecimiento
Entre 13 y 36 meses 21 41,2
Mas de 37 meses 19 37,3

FA: frecuencia absoluta; FR: frecuencia relativa
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Tabla 3.2. Descripcion de las variables pertenecientes al grupo tematico rutina de

ordefie y control de mastitis en los tambos de la Cuenca de Villa Maria (Cordoba) (n

=51)
Variables Clases FA FR
(tambos) (%)
Tratamiento de MC 49 96,1
Tipo tratamiento de MC Pomo 42 82,3
Inyectable 7 13,7
Diagnéstico de MSC 2,0
Tipo de secado Brusco con manejo de 21 41,2
alimentacién
Salteo orderie con 20 39,2
manejo de alimentacién
Salteo ordefie sin 10 19,6
manejo alimentacion
Tratamiento al secado No realiza 13 25,5
Hace menos de 1 afo 8 15,7
Hace mas de 1 ano 30 58,8
Rutinade  Lavado 48 94,1
ordefie Secado 0 0,0
Presellado 2,0
Despunte 35 68,6
Sellado post - ordefie 20 39,2
Numero de vacas con MC el Ultimomes 0 7 13,7
1 9 17,6
2 10 19,6
mas de 2 24 471
Numero de vacas con cuartos perdidos 0 11 21,6
por mastitis 1 5 9,8
2 6 11,8
mas de 2 28 54,9

Continda en la pagina siguiente
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Variables Clases FA FR
(tambos) (%)

Numeros de vacas con perdida de leche 0 7 13,7
espontanea 1 8 15,7
2 6 11,8
mas de 2 28 549
Numero de vacas eliminadas por MC 0 31 60,8
1 4 7,8
2 8 15,7
mas de 2 7 13,7

FA: frecuencia absoluta; FR: frecuencia relativa; MSC: mastitis subclinica; MC: mastitis
clinica
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Tabla 3.3. Descripcidon de las variables pertenecientes al grupo tematico estructura

del rodeo y edad del tambero en los tambos de la Cuenca de Villa Maria (Cérdoba) (n

= 51)

Grupo tematico Variables Media DE Q1 M Q3

Tamafo del rodeo Litros leche /vaca/dia 17 3,8 14,2 17,4 19,8
Hectareas ganaderas 1558 43,6 128 150 182
Litros leche/dia 22314 863 1600 2100 2900
Vacas en ordefie 128,9 355 105 125 160

Edad del tambero 40,9 11,2 33 39 50

DE: desvio estandar; Q1: percentil 25%; M: mediana; Q3: percentil 75%

Tabla 3.4. Descripcién estadisticas de los atri

butos de los conglomerados

identificados en los tambos de la Cuenca de Villa Maria (Cérdoba) (n = 51)

Variables categéricas

Conglomerado

Conglomerado

[ (n =23) I {n =28)

Microbiologia de Presencia de patogenos 17,4 14,3
leche de tanque contagiosos
Agua de lavado Apta 13,0 10,7
Frecuencia de visitas  Frecuente (al menos una 52,2 92,9
veterinarias vez cada dos meses)
Control de maquina Frecuente (al menos una 17.4 64,3
de ordefie vez al afo)
Sellado 13,0 60,7
Tratamiento al Mas de un afio 30,4 82,1
secado

Menos de un afo 21,7 10,7
Variables continuas
InRCS en leche de tanque, Media (DE) 5,95 (0,65) 5,81 (0,59)
Edad del tambero, Media (DE) 42,0 (10,10) 40,0 (12,11)
Litros leche / dia / vaca, Media (DE) 14,9 (3,82) 18,7 (2,78)

INRCS: logaritmo natural recuento celular somatico; DE: desvio estandar
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Figura 3.1. Andlisis de correspondencias multiples para las variables del grupo nivel de

tecnificacion. Las categorias 0 y 1 indican si realiza o no la actividad sefalada,
respectivamente.
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realizada hace menos de un afio o hace mas de una afio, respectivamente.
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{
Figura 3.6. Mapa tematico: Distribucion espacial de la muestra de establecimientos

estudiados. Gris: establecimientos del conglomerado [. Negro: establecimientos del

conglomerado 1l.
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Capitulo 4

Relacién entre el estado de salud mamario e indicadores de riesgo a nivel

individual y de rodeo
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Introduccion

La mastitis es una enfermedad infecciosa de naturaleza multifactorial, y por
ello, el entendimiento de la dindmica de su preservacién en la poblacién estaria
influenciada por la “triada” ecolégica. Adicionalmente, existe una mirada del problema
que observa la enfermedad y su control como influenciada por decisiones y
circunstancias que operan a distintos niveles de organizacion de un sistema productivo
(Dohoo, 2008). En particular, en la mastitis bovina los niveles serian el individuo y el
rodeo, éste ultimo como unidad de agregacién. En otras enfermedades o sindromes se
consideran, ademas de los niveles mencionados previamente, otros escenarios
jerarquicos de control como es el de la regién u otros superiores (Gachohi y col.,
2010).

En base a estos antecedentes, en el control de la mastitis bovina se pueden
visualizar intervenciones tanto a nivel de vaca como de tambo. En este sentido, los
problemas de salud mamaria han sido ampliamente estudiados considerando factores
de rodeo y de vaca en forma separada. Los factores de rodeo han sido evaluados
principalmente con muestras de leche de tanque (Goodger y col., 1993; Fenlon y col.,
1995; Barkema y col., 1998; Barkema y col., 1999; Tadich y col., 2003; Rodrigues y
col., 2005; van Schaik y col., 2005; Wenz y col., 2007; Kelly y col., 2009) y con
muestras individuales de vaca (Hutton y col., 1990; Barnouin y col., 2004; Koster y col.,
2006; Lievaart y col., 2007). Para el caso de los factores relacionados a la vaca, se
han utilizado tanto muestras compuestas de leche (Leavens y col., 1997; de Vliegher y
col., 2004), como asi también muestras de cuarto (Elbers y col., 1998; Barkema y col.,
1999; Waage y col., 2001; Zadoks y col., 2001; Biffa y col., 2005; Breen y col., 2009).

Esta dualidad que existe entre los factores de rodeo y los factores individuales
ha sido motivo de controversia y estudio desde el punto de vista del modelado de los
datos epidemioldgicos (McDermott y col., 1994). En este aspecto, la respuesta
individual de las vacas en relacion a salud o produccién estaria condicionada por el
contexto del rodeo, siendo éste un efecto sistematico de las normas de manejo
establecidas por el productor. Actualmente, se dispone de métodos que proveen un
contexto analitico para el estudio de factores que actian a diferentes niveles. Estos
métodos reconocen su origen y desarrollo en el estudio de problemas relacionados al
rendimiento escolar, y en el marco de una sistema donde el desempefic de los
alumnos se ve influenciado por el docente, la escuela y el sector social de donde
provienen (Aitkin y Longford, 1986; Goldstein, 1995; Singer, 1998; Boex, 2000). En el
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caso particular de la medicina veterinaria, fue durante los afios noventa donde
se difundié la aplicacion de los modelos multinivel (McDermott y col.; 1994,
Dohoo y col.,, 2001), para posteriormente ser utilizados para el estudio de
multiples problemas de salud y produccién en animales domésticos (Chriel y
col., 1999; Sukumarannair y col., 2005; Larriestra y col., 2006). Un aspecto
interesante del enfoque multinivel, es que permitié ver de forma mas integrada
acciones a nivel de rodeo y animales (Dohoo, 2008). Sin embargo, constituyen
herramientas estadisticas complejas que deben ser aplicadas en disefios
apropiados y necesitan de una evaluacion critica de sus supuestos para su
implementacion (Greenland, 2000).

Los modelos jerarquicos o multinivel son de gran utilidad por dos
razones fundamentales. En primer lugar, permiten evaluar el efecto de los
factores identificados a distintos niveles sobre el evento de salud en estudio y
por otro lado, es posible estimar la contribucion particular de uno o mas niveles
de organizacioén en la varianza total del indice de salud o produccién analizado
(Kreft y de Leeuw, 1998; Dohoo y col., 2001; Matthews y col., 2001; Snowder y
Van Vlecky, 2002; Larriestra y col., 2006; Mérk y col., 2009). La ventaja de este
abordaje radica en conocer dénde intervenir y cual es la magnitud de la
variacion en el rendimiento en salud o produccion estimada por el modelo, la
cual podria ser modificada mediante el control de factores de riesgo a un
determinado nivel, sea éste una region, establecimientos o animales
individuales (Dohoo y col., 2001; Matthews y col., 2001; Larriestra y col., 2006;
Werneck y col., 2007; Gachohi y col., 2010)

No existen precedentes de estudios con disefios probabilisticos que
aborden la problematica de la mastitis en los pequefios y medianos productores
lecheros de Argentina. Ademas, el enfoque multinivel de la mastitis permitiria
estimar la importancia de los factores de rodeo sobre la variacion de la
enfermedad e inferir el impacto potencial de los programas de calidad de leche

en estudios basados en perfiles de rodeos.
Hipotesis de la investigacidn
Considerando las variaciones observadas en la prevalencia de mastitis

entre los rodeos y la identificacion de diferentes estilos de manejo de la salud

mamaria en productores lecheros descripta en los capitulos previos, se postula
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que el tambo ejerce un efecto contextual sustancial en la variabilidad de la mastitis de

vaca a vaca.

Objetivos

Evaluar la relacién entre la variacion de estado de salud mamaria de la vaca y
los indicadores de riesgo a nivel de individuo y de rodeo. Estimar la proporcion de la
varianza total en la prevalencia de mastitis clinica (MC) y mastitis subclinica (MSC) en

vacas que es atribuida al efecto contextual del tambo.

Material y métodos

El proceso de muestreo de los establecimientos y la seleccion de las vacas fue
descripto en el capitulo 1. Brevemente, 51 tambos fueron seleccionados al azar del
estrato de productores que tenian entre 100 y 250 vacas en ordefie; y en cada
establecimiento se realizé un muestreo aleatorio sistematico para colectar datos de
aproximadamente 45 vacas por rodeo.

La recoleccion de informacion con respecto a las caracteristicas de los tambos
fue descripta en el capitulo 2. Brevemente, en cada establecimiento visitado se realizé
una observacién directa de las instalaciones y de la rutina de ordefie y se administré

una encuesta semiestructurada al tambero.

Analisis estadistico

Las variables respuestas consideradas para realizar el analisis fueron: 1)
Recuento celular somatico (RCS) y 2) Presencia de MC

Los potenciales factores predictores de estas variables respuestas a nivel de
vaca fueron dias de lactancia, nimero ordinal de parto, distancia entre la punta del
pezén y el piso y el indice de suciedad. A nivel de rodeo, fueron todas aquellas
caracteristicas recolectadas a través de la encuesta y mediante la inspeccion visual de
la rutina de orderie detalladas en el capitulo 2.

Las variables independientes fueron evaluadas respecto de su asociacién con
cada una las variables respuestas detalladas previamente. El proceso de filtrado de

variables se realiz6 mediante correlacién o comparacién de medias acorde al tipo de
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factor o variable respuesta analizada. Solo los factores asociados con valores
de p <0,20 (Iraola y col., 2004; Dohoo y col., 2003) fueron elegidos para ajustar
el modelo multivariado. Ademas, todas las variables del grupo tematico rutina
de ordefie y control de la mastitis fueron forzadas en el modelo
independientemente del resultado obtenido del proceso de filtrado.

Dada la naturaleza binaria de la variable respuesta MC se ajustd un
modelo de regresion logistica mixto. Para ello, se utilizé el macro GLIMMIX
disponible en SAS V8.1 (Littell y col., 1996; Larriestra y col., 2006). En el caso
del RCS, previa transformacién logaritmica (logaritmo natural) del RCS dividido
1000, se considerd el ajuste de un modelo mixto asumiendo una distribucién
normal, (Snijder y col., 1997; Dohoo y col., 2003).

En todos los modelos evaluados, el tambo fue considerado como efecto
aleatorio y se incluy6 el tamafio de rodeo para evitar su potencial efecto de
confusién (Dohoo y col.,, 2003). EI modelo de mejor ajuste fue seleccionado
mediante la prueba de maxima verosimilitud y usando el indice de Akaike y BIC
(Littell y col., 1996).

El modelo mixto utilizado para la variable respuesta RCS fue el

siguiente,

Yi = B*Z; + bW+ g

donde, la variable respuesta Y; fue el logaritmo natural de RCS para j
muestras de leche compuesta (n = 1928) e i tambos (n = 48). Los términos Z y
W son los vectores de covariable de los factores fijos y aleatorios,
respectivamente y los términos B y b; son los coeficientes para los efectos fijos

y aleatorios, respectivamente. El error aleatorio es consignado como €.

La variable respuesta MC por su naturaleza binaria fue modelada

utilizando un modelo mixto unido a una funcién logit,
Logit (Yij) = B*Z; + bi*W;;
donde, la variable respuesta Y; fue la presencia o ausencia de MC para

j muestras de leche compuesta (n = 1928) e i tambos (n = 48). Los términos Z y

W son los vectores de covariable de los factores fijos y aleatorios,
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respectivamente y los términos f y b; son los coeficientes para los efectos fijos y
aleatorios, respectivamente.

A partir de los modelos mixtos ajustados fueron estimados los componentes de
varianza residual (diferencia de vaca a vaca) y atribuibles al tambo. La proporcion de
la variaciéon en la MC o RCS atribuible al efecto contextual (tambo) fue cuantificada
utilizando el coeficiente de correlacidon de intraclase (p, Intraclass correlation
coefficient, ICC), en la forma descrita por Snijder y col. (1997).

Se utilizaron férmulas distintas para estimar el ICC segun la variable respuesta

fuera MC o RCS. En el caso de MC la formula utilizada fue,

p = 04/ (0% + 11/3)

donde, 0% es la varianza atribuible al tambo.

Para estimar el ICC cuando la variable respuesta fue RCS fue la siguiente,

p = 0%/ (0% + 0%)

donde, 0% es la varianza atribuible al tambo y 0% es la varianza residual.

El célculo de la correlacion intraclase para la variable MC se realizdé de Ia
misma forma.

A los efectos de conocer la proporcion de varianza explicada por las variables
independientes, un modelo mixto sin variables explicatorias (modelo nulo) fue
comparado con el modelo mixto con las variables explicatorias (modelo saturado). La
proporcién de varianza explicada por el modelo seleccionado fue cuantificada como el
porcentaje de cambio de la varianza no explicada del modelo saturado dividido la
varianza no explicada del modelo nulo (1 - varianza modelo saturado / varianza
modelo nulo)

Todo el procedimiento de modelado fue siguiendo las pautas descriptas por
Littell y col. (1996), Dohoo y col. (2001) y Larriestra y col. (2005).

Resultados

Patrones de variacién de MC
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Del total de variables estudiadas solo 3 resultaron asociadas a MC. La
proporcion de vacas con MC fue significativamente mayor en el grupo de vacas
pertenecientes a tambos donde se realiza control lechero, no se tratan los
casos clinicos de mastitis y donde se aplica sellador post - ordefie. En el
modelo final ninguna de las variables fue retenida como predictora de la
presencia/ausencia de MC.

El coeficiente de correlacion intraclase (p) fue del 0,15 (p = % 0,5607 /
(6% 0,5607 + /3 3,29) = 0,15), y por ende, indica que un 15% de la variacién

total en la MC fue atribuida al efecto contextual del tambo.
Patrones de variacion del RCS

Las variables que resultaron asociadas a InNRCS pertenecian a todos los
grupos tematicos. Agquellas practicas asociadas a un mayor nivel de
tecnificacion mostraron un InRCS inferior (Tabla 4.1), la misma tendencia se
observé cuando el control de la maquina de ordefie era frecuente (Tabla 4.1).
En relacion al control de la mastitis y rutina de ordefie, se observd que mejores
practicas de control de la mastitis y de rutina de ordefe, excepto para la
variable sellado post — ordefie (Tabla 4.2) presentaron. Por Ultimo, varias
caracteristicas del tambero resultaron asociadas a InRCS, se observé que
vacas ordefiadas por tamberos de mas edad (Tabla 4.2), con menor nivel de
instruccion general y con mas tiempo en el establecimiento tenian mayores
valores de InRCS (Tabla 4.1). A su vez, en rodeos de mayor tamafio los valores
de INRCS eran inferiores (Tabla 4.2).

El modelo final retuvo variables medidas a nivel de rodeo y de vacas
como predictores del INRCS (Tabla 4.3). La ausencia de practicas tales como
tratamiento antibiético al secado y el despunte mostraron un impacto
incremental promedio de aproximadamente 70.000 cél/ml. Con relacién a la
edad del tambero los valores mayores de RCS fueron observados en el grupo
de vacas ordefiadas por tamberos de mayor edad, con un incremento del RCS
en 152.000 cél/ml respecto de la categoria inmediata inferior.

En cuanto a las variables individuales, dias de lactancia y numero
ordinal de partos, los incrementos de RCS fueron superiores a las 100.000

cél/ml en la categoria vaca y posterior a los 90 dias de lactancia (Tabla 4.3).
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El coeficiente de correlacién intraclase (p) fue del 0,12 (p = 0% 0,2657 / (0%
0,2657 + 0% 1,9461) = 0,12), y por ende, indica que un 12% de la variacién total en el
RCS en leche compuesta fue atribuida al efecto contextual del tambo. En cuanto a la
proporcién de varianza explicada, al comparar el modelo nulo y saturado (1 - 2,454 /
2,212) arroj6 un valor de 0,099. Asi, el resultado implica que el modelo seleccionado

explica un 9% de la variacion del RCS en leche compuesta.
Discusion

La trascendencia de conocer factores individuales de la vaca asociados a la
MSC es una estrategia de prevencién secundaria que permitiria distinguir subgrupos
de animales a los efectos de realizar tratamiento, segregacion o manejo diferencial de
los individuos identificados. Los factores de la vaca que han sido motivo de estudio en
su implicancia sobre la salud mamaria fueron entre otros, la edad de la vaca y los dias
de lactancia (Reneau, 1986; Dohoo, 1993; Harmon, 1994; Schepers y col., 1997,
Leavens y col., 1997; Djabri y col., 2002; de Haas y col., 2002; Reksen y col., 2008),
como asi también, la distancia del pezén al piso (Kuczaj, 2003), el indice de suciedad
de la ubre (Schreiner y Ruegg, 2003), la pérdida de leche pre - ordefio (Elbers y col.,
1998; Waage, 2001) y las caracteristicas del pezén (Neijenhuis y col., 2000). Dentro
de los factores mencionados, los dos primeros han sido los mas intensamente
estudiados y reportados como asociados a la mastitis. Los autores mencionados
acuerdan en que las vacas de mayor edad y en estadios de lactancia avanzados
presentan mayores RCS, en coincidencia con los resultados obtenidos en la presente
investigacion. Un aspecto a destacar es considerar la magnitud de ese cambio. En
nuestro estudio fue independiente, de manera que el efecto del nimero de partos y los
dias de lactancia se adicionan pero no experimentan interaccién. En consecuencia, el
efecto incremental para las categorias de alto riesgo seria de aproximadamente
200.000 cél/ml.

En relacién a la magnitud del cambio de RCS para las distintas categorias de
vaca, existen serias dificultades para comparar los resultados obtenidos en el presente
estudio con los informados por otros autores (Djabri y col., 2002; de Haas y col., 2002;
Reksen y col., 2008), quienes han modelado las variables de manera diferente. En
relacion al estadio de lactacion, fue considerada como variable continua por Reksen y
col. (2008) y con mas de 3 categorias por Djabri y col. (2002) y de Haas y col. (2002).

Por otro lado, Reksen y col. (2008) consideraron vacas con 1, 2 y 3 o mas partos para
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el nimero ordinal de partos. Si bien los resultados obtenidos en el presente
estudio no son comparables a los mostrados por otros autores (Djabri y col.,
2002; de Haas y col., 2002; Reksen y col., 2008), se puede apreciar que el
cambio sustancial en dias en leche se da después de los 90 dias y con
respecto al nimero ordinal de partos para vacas con 2 o mas pariciones. Un
aspecto adicional que dificulta las comparaciones con los autores mencionados
(Djabri y col., 2002; de Haas y col., 2002; Reksen y col., 2008) es que el efecto
de los dias en leche y el nimero de partos en el presente estudio no ha sido
ajustado por la presencia de los distintos patégenos mamarios hallados.

El incremento del RCS en vacas de mayor edad podria ser la
consecuencia de una exposicidn durante un tiempo mas prolongado a
patégenos de mastitis con un gradual incremento del nimero de cuartos
infectados, de la duracion de la infeccién y de la extensién de tejido dafado
(Dohoo y Meek, 1982; Reneau, 1986). Por otro lado, a medida que avanzan los
dias de lactancia, la tasa de infecciones aumenta y en consecuencia se refleja
un incremento del RCS. Sin embargo, cierto aumento también se puede
observar en vacas no infectadas hacia el final de la lactancia, fenémeno
atribuido a un efecto de dilucién provocado por una disminucién en la
produccion de leche (Reneau, 1986; Harmon, 1994; Schepers y col., 1997). En
estudios epidemioldgicos, la relevancia de incluir factores individuales en los
modelos multivariados reside en evitar su posible efecto confundidor
(Bingenheimer y Raudenbush, 2004), dado que son factores no modificables
pero de efecto consistente, siempre presentes en la poblacion.

Andlogamente a los factores individuales, se han realizado muchos
estudios sobre practicas aplicadas a nivel de rodeo y su implicancia sobre el
RCS (Dufour, 2011). Existe cierta disparidad en relacion a la definicion del
estatus de salud mamaria del tambo, el cual se ha basado en la informacion de
RCS en tanque o en la estimacién del promedio del rodeo utilizando el RCS por
vaca. En este caso, la informacién es equivalente a la de tanque e ignora en
qué medida la respuesta de cada vaca esta influenciada por la poblacién a la
que pertenece y el manejo al que esta sometida. Es precisamente ese aspecto,
el de la no independencia de las respuestas individuales, el mas
adecuadamente tratado mediante los modelos multinivel (McDermott vy
Schukken, 1994; McDermott y col., 1994; Snijders y Bosker, 1999).
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Las medidas detalladas en el plan de los cinco puntos, tales como tratamiento
masivo al secado, despunte y sellado de pezones, si bien son aplicadas a nivel de
vaca se consideran intervenciones a nivel de rodeo porque son sistematicamente
prescriptas para el conjunto de individuos del tambo constituyendo, de esta manera,
una norma de manejo.

En el presente estudio, los factores a nivel de tambo asociados con el RCS en
leche compuesta fueron tratamiento al secado, despunte y edad del tambero. El
tratamiento antibiotico de todos los cuartos al secado es una practica con resultado
exitoso en la eliminacién de infecciones existentes y en la prevencion de nuevas
infecciones durante el periodo seco (Browning y col., 1990; Berry y Hillerton, 2000) lo
gue conlleva a una disminucién en el RCS. En el presente estudio las vacas que
provenian de los tambos que aplicaban tratamiento antibiético masivo al secado,
presentaron una reducciéon en el RCS de 83.000 cél/ml. En este sentido, Barkema y
col. (1998) encontraron en el grupo de tambos de bajo RCS en tanque un mayor
porcentaje de aplicacién de esta practica, mientras que Kelly y col. (2009) informaron
que la terapia al secado aplicada a todas las vacas reducia el nivel de RCS en tanque.
Por otro lado, Wenz y col. (2007) reportaron una tendencia numérica en la reduccién
del RCS en leche de tanque cuando la terapia antibiotica al secado era aplicada. Es
importante tener en cuenta que el efecto sobre el RCS en tanque puede estar
subestimado por el efecto de dilucion con leche de vacas sanas.

En contraposicion a los estudios realizados por Barkema y col. (1998), Wenz y
col. (2007) y Kelly y col. (2009), las investigaciones de Hutton y col. (1990) y Wilson y
col. (1997) utilizaron muestras de leche individuales de vaca, al igual que en el
presente trabajo, pero no hallaron relacién entre los tambos que aplicaban tratamiento
al secado y el RCS. Ambos autores atribuyeron esta falta de asociacién a que mas del
90% de los productores aplicaban esta medida de manejo, situacién que también
difiere con la del presente estudio, en el cual el 60% de los productores adoptaron la
terapia masiva al secado como una practica habitual desde hace mas de un afio.

El despunte o prueba del chorro es una practica bien reconocida que permite
detectar alteraciones fisicas de la leche durante el ordefie. En los rodeos estudiados
se diferenciaron dos grupos, uno que detectaba la alteracién de la leche a nivel de
vaca y otro que lo hacia al revisar el filtro de leche al final del ordefie. En este Ultimo
grupo las vacas con MC leves, compatible con grado | (Bradley y Green, 2001) no eran
ordefiadas en forma separada o al finalizar el ordefie, con el consecuente incremento

de RCS en tanque (Van Schaik y col.,, 2005). Sin embargo, en este estudio la

88



respuesta es medida a nivel de vaca y, por lo tanto, el incremento de RCS
deberia ser atribuido a otfro factor. En particular, cuando no se segregan las
vacas enfermas, la tasa de trasmision se incrementa y esto se ve reflejado en
un mayor numero de vacas con RCS elevados. En aquellos tambos donde se
realizaba despunte, el promedio de RCS fue inferior en 73.000 cél/ml. Este
resultado es consistente con lo reportado por Barnouin y col. (2004) y Lievaart
y col. (2007), quienes encontraron un promedio menor de RCS a nivel de vaca
en tambos que realizaban despunte.

Por otro lado, Van Schaik y col. (2005) demostraron que los RCS en
tanque eran inferiores en aqueilos tambos donde se inspeccionaba la ubre
antes del ordefie. De manera analoga, Wenz y col. (2007) tan solo encontraron
una tendencia numérica al comparar distintas categorias de RCS en leche de
tanque.

La implicancia de los atributos del ordefiador sobre la salud mamaria en
los rodeos ha sido estudiada previamente (Tarabla y Dodd, 1990; Barkema vy
col.,, 1999; Jansen y col., 2009). Diferentes aspectos se perciben como
relevantes dado que muchas decisiones que se toman durante la rutina de
ordefne dependen exclusivamente de la persona a cargo, y es de esperar que
estén influenciadas por el nivel de instruccién, la formaciéon especializada, [a
motivacion y el entorno de trabajo.

El presente estudio se limité a evaluar cuatro aspectos relacionados al
tambero, la edad, el nivel de instrucciéon, la formacién especializada y el tiempo
de permanencia en el establecimiento. En el modelo final, solo la edad estuvo
asociada al promedio de RCS y se observé una significativa disminucién
conforme el tambero era mas joven. De la misma manera, Barkema y col.
(1999) observaron que a medida que los tambos tenian mayor RCS en leche
de tanque, el promedio de edad de los tamberos se incrementaba. Ademas, en
este estudio se observé que la edad del tambero no fue independiente del nivel
de instruccion. Asi, tamberos sin el nivel primario completo tenian un promedio
de edad superior en relacién con los que completaron sus estudios primarios
y/o secundarios. Si bien es dificil comparar estas variables entre estudios por la
gran diversidad de formas de medicién, los resultados serian consistentes con
los descriptos por Jansen y col. (2009), quienes mostraron una asociacion

positiva entre el nivel de educacion y el RCS en leche de tanque.
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El coeficiente de correlacion intraclase provee una estimacion de la proporcién
de la varianza total que es atribuida a cada nivel (Snijder y col. 1997; Bingenheimer y
Raudenbush, 2004). En este estudio, la proporcion de varianza explicada por el rodeo
fue baja, y asi sugiere que cambios de manejo implementados a este nivel, como asi
también factores relacionados al tambo podrian tener un pequefio impacto en la
variacion de los valores de RCS a nivel de vaca. En consecuencia, gran parte del
riesgo de RCS elevados reside en aspectos que varian de vaca a vaca
independientemente del rodeo de pertenencia. Las variaciones del riesgo que residen
principalmente en factores individuales han sido descriptas previamente para otros
indicadores de salud, por ejemplo, para las alteraciones reproductivas en vacas
lecheras (Dohoo y col., 2001), la pérdida espontanea de leche en vacas en lactacion
(Klaas y col., 2005), la tasa de mortalidad y descarte en cerdos (Larriestra y col.,
2005). Cabe mencionar que el efecto del conglomerado reportado en estos estudios
nunca fue superior al 20%.

Un aspecto importante para examinar la magnitud del coeficiente de correlacion
intraclase podria ser la variable en estudio. Por ejemplo, en aquellas investigaciones
donde se evalla la tasa de descarte es de esperar coeficientes elevados (superiores a
0,2) (Larriestra y col.,, 2005), dado que el evento estd muy influenciado por la
racionalidad de la persona que toma las decisiones. En contraposicién, no se
esperarian coeficientes tan elevados del efecto contextual del tambo cuando la
frecuencia del evento estd menos influenciada por las decisiones humanas, y por lo
tanto, no esta supeditada a la subjetividad. Esta situacion podria ser el ejemplo del
presente estudio.

Para que una practica de manejo dirigida a controlar eventos de este tipo, a
diferencia de la tasa de descarte, tenga un efecto de aglomeracién deberia existir un
vinculo causal entre la medida de manejo y el evento y, a su vez, se deberia
considerar la influencia de la forma de implementacion. Este ultimo aspecto esta
fuertemente relacionado con la efectividad de las medidas de control (Hogeveen y col.,
2011) y de la forma que han sido implementadas en los rodeos (Tarabla y Dodd, 1990;
Barkema y col., 1999; Jansen y col., 2009). Ademas, hay otro aspecto adicional que
complejiza el problema y estd dado por la naturaleza de la mastitis. Si bien la
enfermedad es de origen infeccioso en todos los tambos, la epidemiologia de la misma
esta condicionada de rodeo a rodeo por la importancia relativa de los patégenos
asociados a mastitis presentes en cada predio. La mayoria de los rodeos de la cuenca

de Villa Maria (Cdrdoba) estan infectados con S. aureus, para el cual las medidas de
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control para reducir la frecuencia de infeccién han sido bien descriptas
previamente (Hillerton y col., 1995; Barkema y col., 2006). De esta manera, se
puede inferir que las asociaciones encontradas en el presente trabajo son
vélidas, aunque una de las potenciales razones por las cuales el efecto
contextual es bajo se deberia a la efectividad de las normas de manejo. Esta
efectividad puede haber variado mucho de acuerdo a la forma de aplicacion, y
como consecuencia de esto, el contraste en la frecuencia de mastitis se vio
reducido entre aquellos rodeos que aplican o0 no la técnica de control.

Si bien las caracteristicas de manejo de los rodeos se consideran de
importancia, existe una gran variaciéon entre las vacas bajo las mismas
condiciones de manejo. A partir de los resultados obtenidos en esta
investigacién, se reconoce la necesidad de poner énfasis en el estudio de
distintos aspectos de la mastitis en las vacas para contribuir a la toma de
decisiones.

Por otro lado, es importante considerar que existen aspectos del rodeo
que no fueron capturados y evaluados, los cuales podrian explicar mejor las
variaciones de tambo a tambo. En este sentido, Bingenheimer y Raudenbusch
(2004) describieron un aspecto importante para evitar interpretaciones
exageradas del coeficiente de variacion intraclase. Para ello, se debe tener en
cuenta que no hay correspondencia directa entre la cantidad de variacion que
reside a un nivel dado y el grado en que las variables explicativas pueden
encontrarse en ese nivel.

El resultado del coeficiente de correlacion intraclase tiene aplicaciones
practicas en el disefio de nuevos estudios probabilisticos (Bingenheimer y
Raudenbusch, 2004). El bajo valor del coeficiente encontrado en el presente
estudio significa que el efecto del disefio es bajo, por lo que en futuras
investigaciones se podria muestrear el mismo nimero de vacas pero de mas

establecimientos, ya que el efecto de aglomeracién no es de elevada magnitud.

Conclusion

La variabilidad en el RCS en leche compuesta reside principalmente en
variaciones vaca a vaca, y atribuido a factores individuales tales como numero
de partos y estadio de lactacion. Factores de rodeo como despunte, tratamiento

al secado y edad del tambero también estuvieron asociados con el RCS a nivel
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de vaca. La identificacibn de factores de riesgo modificables permitiria realizar
intervenciones con la expectativa de una consecuente reducciéon de la prevalencia de
MSC en los rodeos pertenecientes a pequefios y medianos productores de Villa Maria
(Cordoba).

La magnitud del coeficiente de correlaciéon intraclase estimado serviria para
realizar ajustes en el disefio muestreal para futuros estudios de mastitis y factores

asociados.

92



Bibliografia

Aitkin M, Longford N. 1986. Statistical modelling issues in school
effectiveness studies. J R Stat Soc A 149: 1-43.

Barkema HW, Schukken YH, Lam TJGM, Beiboer ML, Benedictus G,
Brand A. 1998. Management practices associated with low, medium, and high
somatic cell counts in bulk milk. J Dairy Sci 81: 1917 - 1939.

Barkema HW, van der Ploeg JD, Schukken YH, Lam TJGM, Benedictus
G, Brand A. 1999. Management style and its association with bulk milk somatic
cell count and incidence rate of clinical mastitis. J Dairy Sci 82: 1655 - 1663.

Barnouin J, Chassagne M, Bazin S, Boichard D. 2004. Management
practices from questionnaire surveys in herds with very low somatic cell score
through a national mastitis program in France. J Dairy Sci 87: 3989 - 3999.

Barkema HW, Schukken YH, Zadoks RN. 2006. Invited Review: The
Role of Cow, Pathogen, and Treatment Regimen in the Therapeutic Success of
Bovine Staphylococcus aureus Mastitis J Dairy Sci 89: 1877 - 1895.

Bingenheimer JB, Raudenbush SW. 2004. Statistical and substantive
inferences in public health: Issues in the Application of Multilevel Models.
Annual Review of Public Health 25: 63 - 77.

Berry EA, Hillerton JE. 2002. The effect of an intramammary teat seal on
new intramammary infections. J Dairy Sci 85: 2512 - 2520.

Biffa D, Debela E, Beyene F. 2005. Prevalence and Risk Factors of
Mastitis in Lactating Dairy Cows in Southern Ethiopia. Intern J Appl Res Vet
Med 3: 190 - 198.

Boex JLF. 2000. ldentifying the attributes of effective economics
instructors: An analysis of student evaluations. J Econ Educ 31: 211 - 227.

Bradley AJ, Green MJ. 2001. Adaptation of Escherichia coli to the
bovine mammary gland. J Clin Microbiol 39: 1845 - 1849.

Breen JE, Green MJ, Bradley AJ. 2009. Quarter and cow risk factors
associated with the occurrence of clinical mastitis in dairy cows in the United
Kingdom. J Dairy Sci 92: 2551 - 2561.

Browning JW, Mein GA, Barton M, Nicholls TJ, Brightling P. 1990.
Effects of antibiotic therapy at drying off on mastitis in the dry period and early
lactation. Aust Vet J 67; 440 - 442.

93



Chriel M, Stryhn H, Dauphin G. 1999. Generalized linear mixed models analysis
of risk factors for contamination of Danish broiler flocks with Salmonella typhimurium.
Prev Vet Med 40: 1 - 17.

de Haas Y, Barkema HW, Veerkamp RF. 2002. The effect of pathogen -
specific clinical mastitis on the lactation curve of somatic cell count. J Dairy Sci 85:
1314 - 1323.

De Viiegher S, Laevens H, Barkema HW, Dohoo IR, Stryhn H, Opsomer G, de
Kruif A. 2004. Management practices and heifer characteristics associated with early
lactation somatic cell count of Belgian dairy heifers. J Dairy Sci 87: 937 - 947.

Djabri B, Bareille N, Poutrel B, Beaudeau F, Ducelliez M, Seegers H. 2002.
Accuracy of the detection of intramammary infection using quarter somatic cell count
when taking parity and stage of lactation of the dairy cow into account. Anim Res 51:
135 - 148.

Dohoo IR. 1993. An evaluation of the validity of individual cow somatic cell
counts from cows in early lactation. Prev Vet Med 16: 103 - 110.

Dohoo IR. 2008. Quantitative epidemiology: Progress and challenges. Prev Vet
Med 86: 260 - 269.

Dohoo IR, Meek AH. 1982. Somatic cell counts in bovine milk. Can Vet J 23:
119 - 125.

Dohoo IR, Tillard E, Stryhn H, Faye B. 2001. The use of multilevel models to
evaluate sources of variation in reproductive performance in dairy cattle in Reunion
Island. Prev Vet Med 11: 127 - 144.

Dohoo IR, Martin W, Stryhn H. 2003. Veterinary Epidemiology Research. Prince
Eduard Island Ed, 706 pag.

Dufour S, Fréchette A, Barkema HW, Mussell A, Scholl DT. 2011. Invited
review: Effect of udder health management practices on herd somatic cell count. J
Dairy Sci 94: 563 - 579.

Elbers AR, Miltenburg JD, De Lange D, Crauwels AP, Barkema HW, Schukken
YH. 1998. Risk factors for clinical mastitis in a random sample of dairy herds from the
southern part of The Netherlands. J Dairy Sci 81: 420 - 426.

Fenlon DR, Logue DN, Gunn J, Wilson J. 1995. A study on mastitis bacteria
and herd management practices to identify their relationship to high somatic cell counts
in bulk tank milk. Br Vet J 151: 17 - 25.

Gachohi JM, Bett B, Murilla GA. 2009. Factors influencing prevalence of

trypanosomosis in orma boran (trypanotolerant) and teso zebu (trypanosusceptible)

94



crosses in Teso district, western Kenya. Livestock Research for Rural
Development 21: 216. http://www.Irrd.org/Irrd21/12/gach21216.htm.

Goldstein H. 1995. Multilevel Statistical Models. London: Edward Arnold.

Goodger WJ, Farver T, Pelletier J, Johnson P, de Snayer G. 1993. The
association of milking management practices with bulk tank somatic cell counts.
Prev Vet Med 15: 235 - 251.

Greeland S. 2000. Principles of multilevel modeling. Int J Epidemiol 29:
158 - 167.

Harmon RJ. 1994. Physiology of mastitis and factors affecting somatic
cell counts. J Dairy Sci 77: 2103 - 2112.

Hogeveen H, Huijps K, Lam TJGM. 2011. Economic aspects of mastitis:
New developments. New Zeal Vet J 59: 16 - 23.

Kiaas IC, Enevoldsen C, Ersbgll AK, Tolle U. 2005. Cow - Related Risk
Factors for Milk Leakage. J Dairy Sci 88: 128 - 136.

Hutton CT, Fox LK, Hancock DD. 1990. Mastitis control practices:
Differences between herds with high and low milk somatic cell counts. J Dairy
Sci 73: 1135 - 1143.

Iraola Estevez J, Martinez - Gonzalez M, Segui - Gomez M. 2004
Epidemiologia aplicada. Ariel Ciencias Médicas, 465 pag.

Hillerton JE, Bramley AJ, Staker RT, McKinnon CH. 1995. Patterns of
intramammary infection and clinical mastitis over a 5 year period in a closely
monitored herd applying mastitis control measures. J Dairy Res 62: 39 - 50.

Jansen J, van den Borne BHP, Renes RJ, van Schaik G, Lam TJGM,
Leeuwis C. 2009. Explaining mastitis incidence in Dutch dairy farming: The
influence of farmers’ attitudes and behavior. Prev Vet Med 92: 210 - 223.

Kelly PT, O’'Sullivan K, Berry DP, More SJ, Meaney WJ, O’Callaghan
EJ, O'Brien B. 2009. Farm management factors associated with bulk tank
somatic cell count in Irish dairy herds. Ir Vet J 62: 45 - 51.

Koster G, Tenhagen BA, Scheibe N, Heuwieser W. 2006. Factors
associated with high milk test day somatic cell counts in large dairy herds in
Brandenburg. Il. Milking practices. J Vet Med 53: 209 - 214.

Kreft I, de Leeuw J. 1998. Introducing Multitevel Modelling.London:
Sage.

Kuczaj M. 2003. Analysis of changes in udder size of high yelding cows

in subsequent lactations with regard to mastitis. Electronic Journal of Polish

95



Agricultural Universities. Disponible Online:
http://www.ejpau.media.pl/volume6/issue1/animal/art - 02.html.

Larriestra AJ, Maes DG, Deen J, Morrison RB. 2005. Mixed models applied to
the study of variation of grower - finisher mortality and culling rates of a large swine
production system. Can Vet J 69: 26 - 31.

Larriestra AJ, Wattanaphansak S, Neumann EJ, Bradford J, Morrison RB, Deen
J. 2006. Pig characteristics associated with mortality and light exit weight for the
nursery phase. Can Vet J 47: 560 - 566.

Leavens H, Deluyker H, Schukken YH, Meulemeester L, Vandermeersch R,
Muélenaere E, Kruif A. 1997. Influence of parity and stage of lactation on the somatic
cell count in bacteriologically negative dairy cows. J Dairy Sci 80: 3219 - 3226.

Lievaart JJ, Barkema HW, Kremer WD, van den Broek J, Verheijden JH,
Heesterbeek JA. 2007. Effect of herd characteristics, management practices, and
season on different categories of the herd somatic cell count. J Dairy Sci 90: 4137 -
4144,

Littell RC, Milliken GA, Stroup WW, Wolfinger RD. 1996. SAS System for Mixed
Models. Cary, North Carolina: SAS Institute.

Matthews CE, Hebert JR, Freedson PS, Stanek EJ. 2001. 3rd, Merriam PA,
Ebbeling CB, Ockene 1S. Sources of variance in daily physical activity levels in the
seasonal variation of blood cholesterol study. Am J Epidemiol 15: 987 - 995.

McDermott JJ, Schukken YH. 1994. A review of methods used to adjust for
cluster effects in explanatory epidemiological studies of animal populations. Prev Vet
Med 18: 155 - 173.

McDermott JJ, Schukken YH, Shoukri MM. 1994. Study design and analytic
methods for data collected from clusters of animals. Prev Vet Med 18: 175 - 191.

Mork MJ, Emanuelson U, Lindberg A, Vagsholm |, Egenvall A. 2009. Herd and
cow characteristics affecting the odds of veterinary treatment for disease - a multilevel
analysis. Acta Vet Scand 22: 51 - 34.

Neijenhuis F, Barkema HW, Hogeveen H, Noordhuizen JPTM. 2000.
Classification of longitudinal examination of callused teat ends in dairy cows. J Dairy
Sci 83: 2795 - 2804.

Reksen O, Sglverad L, Jsteras O. 2008. Relationships between miltk culture
results and composite milk somatic cell counts in Norwegian dairy cattle. J Dairy Sci
91: 3102 - 3113.

96



Reneau JK. 1986. Effective use of Dairy Herd Improvement Somatic Cell
Counts in mastitis control. J Dairy Sci 69: 1708 - 1720.

Rodrigues ACO, Caraviello DZ, Ruegg PL. 2005. Management of
Wisconsin dairy herds enrolled in milk quality teams. J Dairy Sci 88: 2660 -
2671.

Schepers AJ, Lam TJGM, Schukken YH, Wilmink JBM, Hanekamp WJA.
1997. Estimation of variance components for somatic cell counts to determine
thresholds for uninfected quarters. J Dairy Sci 80: 1833 - 1840.

Schreiner DA, Ruegg PL. 2003. Relationship between udder and leg
hygiene scores and subclinical mastitis. J Dairy Sci 86: 3460 - 3465.

Singer JD. 1998. Using SAS PROC MIXED to fit multilevel models,
hierarchical models, and individual growth models. Journal of Educational and
Behaviural Statistics 23: 323 - 355.

Snijders TAB, Bosker RJ. 1999. Multilevel Analysis: An Introduction to
Basic and Advanced Multilevel Modelling. London: Sage.

Snowder SL, Vlecky DV. 2002. Effect of duration of performance test on
variance component estimates for lamb growth rate. J Anim Sci 80: 2078 -
2084.

Sukumarannair SA, Larriestra A, Deen J, Anil L. 2005. A path analysis of
the factors associated with seasonal variation of breeding failure in sows. Can J
Anim Sci 85: 317 - 325.

Tadich N, Kruze J, Locher G, Green LE. 2003. Risk factors associated
with BMSCC greater than 200 000 cells/ml in dairy herds in southern Chile.
Prev Vet Med 58: 15 - 24,

Tarabla HD, Dodd K. 1990. Associations between farmer's personal
characteristics, management practices and farm performance. Br Vet J 146:
157 - 164.

van Schaik G, Green LE, Guzman D, Esparza H, Tadich N. 2005. Costs
and benefits of improved milking practices in smallholder dairy farms in the 10th
region of Chile. Pages 242 - 247 in Proc. 4th IDF Int. Mastitis Conf., H.
Hogeveen, ed., Maastricht, NL. Wageningen Academic Publishers,
Wageningen, NL.

Waage S, Odegaard SA, Lund A, Brattgjerd S, Rothe T. 2001. Case -
control study of risk factors for clinical mastitis in postpartum dairy heifers. J
Dairy Sci 84: 392 - 399.

97



Wenz JR, Jensen SM, Lombard JE, Wagner BA, Dinsmore RP. 2007. Herd
management practices and their association with bulk milk somatic cell count on United
States dairy operations. J Dairy Sci 90: 3652 - 36589.

Werneck GL, Costa CHN, Walker AM, David JR, Wand M, Maguire JH. 2007.
Multilevel modelling of the incidence of visceral leishmaniasis in Teresina, Brazil.
Epidemiol Infect 135:; 195 - 201.

Zadoks RN, Allore HG, Barkema HW, Sampimon OC, Wellenberg GJ, Gréhn
YT, Schukken YH. 2001. Cow - and quarter - level risk factors for Streptococcus uberis

and Staphylococcus aureus mastitis. J Dairy Sci 84: 2649 - 2663.

98



Tabla 4.1. Analisis bivariado entre las variables pertenecientes a los grupos tematicos

nive!l de tecnificacién e infraestructura y la variable respuesta medida a nivel de vaca

en los tambos de la Cuenca de Villa Maria (Cérdoba) (n = 51)

Grupo tematico Variables Clase Media InRCS (DE)
Nivel de Control lechero Si 5,22 (1,58)*
tecnificacion No 5,53 (1,51)
Frecuencia de visitas Frecuente 54 (1,51)
veterinarias Infrecuente 5,43 (1,64)
Inseminacioén artificial Si 5,27 (1,59)*
No 5,5 (1,51)
Registro informatico de  Si 5,37 (1,52)
datos No 5,45 (1,57)
Infraestructura  Tipo de instalacién Con fosa 5,4 (1,56)
Sin fosa 5,43 (1,46)
Numero de bajadas 4 6,05 (1,32)
6 5,5 (1,54)
7 5,51 (1,08)
8 5,27 (1,55)
10 5,36 (1,6)
14 5,43 (1,56)
Control maquina de Frecuente 5,33 (1,54)"
ordefie Infrecuente 5,55 (1,55)
Tanque de frio Si 5,42 (1,53)
No 5,31 (1,64)

*: Variables independientes asociadas con variable respuesta con un valor p <0,2:

utilizando analisis de ANOVA; InRCS: logaritmo natural recuento celular somatico; DE:

Desvio estandar
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Tabla 4.2. Analisis bivariado entre las variables pertenecientes al grupo tematico
caracteristicas generales del tambero y la variable respuesta medida a nivel de vaca
en los tambos de la Cuenca de Villa Maria (Cérdoba) (n = 51)

Variables Clase Media InRCS (DE)
Nivel de instruccion Ninguno 5,76 (1,37)
Primario completo 5,25 (1,57)
Secundario completo 5,44 (1,63)
Formacién especializada Si 5,47 (1,63)
No 5,4 (1,53)
Tiempo en establecimiento Menos de 12 meses 5,09 (1,54)*
Entre 13 y 36 meses 5,42 (1,56)
Mas de 37 meses 5,58 (1,5)

*: Variables independientes asociadas con variable respuesta con un valor p <0,2:
utilizando analisis de ANOVA,; InRCS: logaritmo natural recuento celular somatico; DE:
Desvio estandar
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Tabla 4.3. Analisis bivariado entre las variables pertenecientes al grupo tematico

rutina de ordefie y control de mastitis y la variable respuesta medida a nivel de vaca

en los tambos de la Cuenca de Villa Maria (Cérdoba) (n = 51)

Variables Clase Media InRCS (DE)
Tratamiento de MC Si 5,4 (1,54)*
No 5,69 (1,68)
Diagnéstico de MSC S 5,06 (1,46)*
No 5,41 (1,54)
Tipo de secado Brusco con manejo nutricional 53 (1,52)*
Salteo ordefie con manejo nutricional 5,35 (1,62)
Salteo ordefie sin manejo alimentacién 5,74 (1,38)
Tratamiento al secado No realiza 5,64 (1,48)*
Hace menos de 1 afo 5,22 (1,55)
Hace mas de 1 afo 5,35 (1,56)
Rutina de ordefie Lavado Si 5,43 (1,53)*
No 4,97 (1,74)
Presellado Si 4,84 (1,53)*
No 542 (1,54)
Despunte Si 5,34 (1,59)*
No 5,57 (1,42)
Sellado post - ordefie Si 5,47 (1,54)*
No 5,36 (1,55)

*: Variables independientes asociadas con variable respuesta con un valor p <0,2;

utilizando andlisis de ANOVA; InRCS: logaritmo natural recuento celular somatico; DE:

Desvio estandar
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Tabla 4.4. Analisis bivariado entre las variables pertenecientes al grupo tematico
estructura del rodeo y edad del tambero y la variable respuesta medida a nivel de

vaca en los tambos de la Cuenca de Villa Maria (Cérdoba) (n = 51)

Variables continuas Coeficiente de correlacién
Hectareas ganaderas -0,02
Vacas en ordefie -0,10*
Litros / dia -0,13*
Litros / vaca / dia -0,11*
Edad del tambero 0,08*

*: Variables independientes asociadas con variable respuesta con un valor p <0,2

utilizando analisis de Correlacion de Spearman
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Tabla 4.5. Resultado del modelo mixto considerando el tambo como efecto aleatorio

Variable independiente Efecto fijos Media minimos RCS
cuadrados (cél/ml x

Est (EE) Valorp  Est IC 95% 1000)

Intercepto 4,85 (0,23) <0,0001
Dias de lactancia >90 0,68 (0,07) <0,0001 5,6 5,35-5,85 2714
<90 492 466-5/18 136,8
Numero ordinal =2 0,74 (0,08) <0,0001 5,63 5,39-5,88 279,7
de parto 1 489 4,62-5,16 132,8
Produccién de <15 -0,53 (0,31) 0,1304 5 4,46 - 5,54 148,3
leche 15-17 -0,28 (0,18) 10,0935 525 4,94-557 1911
(litros/vaca/dia) >17 0,1203 5,53 522-584 252,6
Tratamiento al No 0,43(0,21) 10,0484 547 511-584 238,6
secado Si 505 4,77 -5,33 155,6
Despunte No 0,38 (0,19) 0,0526 545 51-58 232,6
Si 507 4,8-534 159,7
Edad del <34 -0,72(0,26) 0,0079 497 4,6-5.35 1447
ordefiador (afios) 34-50 -0,58 (0,22) 0,0124 5,11 4,85-5,38 166,4
>50 569 5,27-6,12 297,2

Est: estimacion; EE: error estandar; IC: intervalo de confianza; RCS: recuento celular

somatico
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Conclusion general y proyecciones futuras
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La prevalencia de mastitis clinica (MC) y mastitis subclinica (MSC)
mostré una amplia variacion entre rodeos y categorias de animales. En general
20 de cada 100 vacas presentaron MSC y en 3 de cada 100 se detecté MC.
Entre el grupo de bacterias identificadas y en el grupo de los patdgenos
mayores, S. aureus mostré un marcado predominio, solo coexistiendo en el
20% de los tambos con especies del género Streptococcus. Sin embargo, el
grupo bacteriano mas prevalente considerando al conjunto de los aislados fue
el de los Staphylococcus coagulasa negativo. Este resultado revela la
necesidad de realizar investigaciones futuras dirigidas a profundizar el
conocimiento del rol de este grupo bacteriano como agente de mastitis bovina.

Estos hallazgos contribuyen a tener una visidn actualizada de la
problematica de la salud mamaria en los tambos de pequefio y mediano
tamafio de la cuenca de Villa Maria (Cérdoba). Ademas, promueven el disefio e
implementacion en el futuro de estudios epidemioldgicos en tambos de mayor
tamano y de otras cuencas del pais para contribuir al conocimiento de la
frecuencia de mastitis y, de esta manera, estimar el impacto productivo y
economico de la enfermedad en los tambos de Argentina.

La predictibilidad del RCS en muestras compuestas de leche bovina fue
aceptable al establecer un umbral de 200.000 cél/mli para la deteccién de MSC
con valores de sensibilidad (Se) y especificidad (Sp) de 77,5% y 72,6%,
respectivamente. Comparativamente, la capacidad diagnéstica de esta prueba
para identificar infecciones intramamarias mostré valores de Se y Sp muy
inferiores.

Asimismo, la informacion de RCS en muestras compuestas de leche
permitié estimar, con un bajo margen de error, la prevalencia ajustada de la
frecuencia de MSC en cada uno de los rodeos

Ademés, esta técnica podria ser evaluada dada sus caracteristicas para
prescribir acciones de manejo sobre la vaca, tales como la programacion de
secados prematuros o la asignacion de la terapia selectiva al secado.

A los efectos de valorar mejor la capacidad diagnéstica del RCS en
muestras compuestas de leche se deberian realizar evaluaciones mediante la
aplicacion de métodos de clases latentes (“latent class”) en un entorno
bayesiano. Asi, asumiendo que no existe prueba de oro para la MSC permitiria

la incorporacién de conocimientos previos sobre los parametros en estudio.
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Las acciones profilacticas y terapéuticas implementadas en los tambos en
relacién a la salud de la ubre, el nivel de productividad, tecnificacién e intensificacion,
como asi también, las caracteristicas generales de los tamberos permitieron identificar
dos grupos de productores lecheros y constituir dos conglomerados. La diferencia
fundamental entre ambos estuvo relacionada con la implementacién de programas de
control y prevencion de la mastitis. Si bien no se vio reflejado en diferencias en el RCS
en leche de tanque, la productividad medida en litros de leche fue superior para el
conglomerado de establecimientos con mejor estandar de manejo.

El estrato de pequefios y medianos productores estudiados manifiestd claras
diferencias en el estandar de manejo de la salud mamaria. Dado el disefio aleatorio del
muestreo se podria inferir que una proporcién importante de los productores no apiica
buenas practicas en el control de la salud mamaria. De darse esta condicién, el sector
lechero de la cuenca de Villa Maria se beneficiaria con la implementacién de un
programa de mejoramiento de las buenas practicas en relacion a salud mamaria que
podria redundar en una mejor productividad de los rodeos.

Con el propésito de valorar mejor la efectividad de estas practicas seria
pertinente realizar estudios epidemiologicos longitudinales los que serian mas
apropiados para evaluar estas acciones.

Los factores relacionados a la vaca y al tambo influyen significativamente sobre
la variacion del RCS en muestras compuestas de leche. El numero ordinal de parto y
el estadio de lactacion fueron los que mostraron mayor impacto sobre el RCS,
mientras que variables medidas a nivel de rodeo, tales como despunte, tratamiento al
secado y edad del tambero tuvieron menor influencia.

Estos factores permitirian identificar grupos de vacas de alto riesgo, y en el
caso de los que son de naturaleza modificables, servirian de base para el disefio de
estrategias de intervencion tendientes a disminuir los niveles de MSC en los rodeos
pertenecientes a pequefios y medianos productores de Villa Maria (Cérdoba).

La variabilidad en los RCS en leche compuesta descansa mayoritariamente en
las variaciones vaca a vaca. El tambo explica un 12% de la variacion total y permite,
asi, visualizar alguna posibilidad de mejoramiento de la salud mamaria con
intervenciones a nivel de rodeo.

La estimacién del coeficiente de correlacién intraclase tiene aplicaciones
practicas al momento de incluir el efecto disefio en futuros muestreos.
Especificamente, seria conveniente seleccionar mas rodeos con menos vacas por

rodeo, sin perjudicar la estimacién de la prevalencia en la poblacién.
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Resulta de interés considerar la realizacion de futuros estudios
epidemiolégicos dirigidos a dilucidar los factores individuales que puedan
incrementar la explicacion de la variabilidad a los fines de disefar estrategias
orientadas a mejorar la eficacia de los programas de control.

En estudios futuros, profundizar en el relevamiento de la forma de
aplicacion de las practicas de manejo relacionadas a la salud de la ubre y
evaluar la motivacién de la/s persona/s encargadas de la toma de decisiones,
podria contribuir a una mejor comprensién del efecto tambo al que esta

sometida cada vaca y cémo esto influye sobre la frecuencia de mastitis.
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