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ABSTRACT

In order to identify the pathogenic microorganisms responsible for subclinical mastitis in a
tropical region, 214 cows from 6 production units were used, 4 in dual purpose systems formed of
local creole breeds and 2 family dairy systems with adapted European breeds. The farms were
classified by their milking practices into medium (MGP) or low (LGB) categories, and also by
manual or mechanical milking. Screening was performed by the California Mastitis Test (CMT).
Samples with values > 200,000 cells / ml, were cultured in selective chromogenic medium for
Gram positive (G +) Streptococcus agalactiae, Streptococcus uberis and Staphylococcus aureus
and Gram negative (G -), E. coli, Klebsiella, Pseudomonas, Candida albicans and Proteus
mirabilis. The different systems and/or practices were analyzed by Kruskal-Wallis H Test and a
binomial test (two-tailed) to analyze the proportion between practices (p < 0.05). 100 % of the
cows had moderate to marked mastitis. Mechanical milking was associated (p> 0.05) with CMT
values > 900 SCC/ml and manual milking with SCC > 600/ml, findings occurring in both family
dairies and MGP in European breeds. The dual purpose herds, with manual milking and local
creole cows were associated with LGP. The relevant frequencies of microorganisms were: G+, S.
agalactiae (70.6 %), S. uberis (60.3 %) in total and in dual purpose with manual milking;
Pseudomonas (100 %), S. aureus (59 %) in family dairy and mechanical milking. Klebsiella (49.5
%) and E. coli (28.5 %), the latter in dual purpose and manual milking were the most frequent G-
organisms.

RESUMEN

Con el objetivo de realizar la identificacion primaria de microorganismos patdégenos causantes de
mastitis subclinica en una region del tropico, se utilizaron 214 vacas de 6 unidades de produccion,
4 en sistemas de doble propésito constituidas por razas criollas locales y 2 de lecheria familiar
con razas europeas adaptadas, clasificadas por adopcion buenas practicas de ordefia calificadas
como mediana (BPM) o baja (BPB) y de ordefia manual y mecanica. La prueba tamiz se realizo
por la prueba de California Mastitis Test (CMT), a partir del resultado trazas se hizo conteo de
células somaticas, valores > 200,000 células/ml, se cultivaron en medio cromogénico selectivo
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para Gram positivos (G +) Streptococcus agalactiae, Streptococcus uberis y Staphylococcus
aureus y Gram negativos (G -), E. coli, Klebsiella, Pseudomona, Candida albicans y Proteus
mirabilis. Los diferentes sistemas y/o practicas se analizaron por H de Kruskal-Wallis y la una
prueba binomial (de dos colas), para analizar la proporcién entre las précticas (p<0.05). EI 100 %
de las vacas padecian mastitis; la ordefia mecanica se asocié (p>0.05) con CMT y cuentas >900
CCS/ml, la ordefia manual con CCS >600/ml, ambas en lecheria familiar y BPB; los hatos doble
propdsito, ordefia manual y vacas criollas locales se asociaron a BPB. Las frecuencias relevantes
de microorganismos fueron: G+, S. agalactiae (70.6 %), S. uberis (60.3 %) en total y en doble
propdsito y ordefia manual; Pseudomona (100 %), S. aureus (59 %) en lecheria familia y ordefia
mecanica. Klebsiella (49.5 %) y E. coli (28.5 %), este Gltimo en doble propésito y ordefia manual
fueron los G - mas frecuentes.

INTRODUCCION

Entre el 20 % y 30 % de las vacas lecheras llegan a ser diagnosticados con mastitis clinica al
menos una vez durante la lactancia y el costo estimado por caso de mastitis clinica cubre el rango
de entre $179 y $488 dolares estadounidenses dependiendo de la variacién de precios de la leche,
el nivel de produccion en vacas afectadas, las politicas de descarte y la etapa de lactancia en la
que se presenta la enfermedad (Bar et al., 2008; Hagnestam-Nielsen et al., 2009), es un hecho que
la causa mas comun del uso de antibidticos en los hatos lecheros es el tratamiento y la prevencion
de la mastitis, aunque también se han encontrado vacas con diagnéstico de la mastitis clinica
causadas por hongos y algas (Erskine et al., 2003; Pol & Ruegg, 2007); no obstante la
inflamacién de la glandula mamaria es predominante en infecciones bacterianas causadas por
Staphylococcus spp., Streptococcus spp. y coliformes, los que representan un aproximado del 90
% de los aislamientos en la leche de vacas con mastitis (Sargeant et al., 1998; Riekerink et al.,
2008).

Cabe destacar que en los programas de control de mastitis la identificacion del patégeno causal es
el principal factor de éxito para la terapia antimicrobiana aplicada, de tal manera que los casos de
terapia antibiética intramamaria la velocidad de recuperacion es mayor en vacas infectadas con
Staphylococcus coagulasa negativos, Staphylococcus spp y Streptococcus ambientales (Roberson,
2012).

Sin embargo, el papel de los antimicrobianos en el tratamiento de mastitis causada por coliformes
continla como objeto de debate, debido a que en la mastitis por coliformes, los signos clinicos
son causados principal mente por los lipopolisacaridos (LPS) componentes de la pared celular de
las bacterias Gram negativas, considerados el factor de virulencia primario en las bacterias
coliformes responsables de la mayoria de las reacciones fisiopatoldgicas en la mastitis por E. coli
(Soujala et al., 2013). En situaciones practicas, la mastitis aguda de E. coli suele detectarse en
base a signos clinicos, en el momento que los conteos de bacterias en la leche ya son altos y no se
puede prevenir un dafio considerable en los tejidos. Es por ello que en los hatos lecheros la
identificacion rapida de los agentes patégenos de la leche es fundamental para la terapia
antimicrobiana especifica, lo que ayuda a evitar el uso indiscriminado de antibiéticos en el
ganado y reduce la carga econdémica de la mastitis clinica (Lago et al., 2011). El uso de medios de
cultivo cromogeénico para la identificacion de de bacterias Gram negativas y Gram positivas en la
leche con mastitis, asociado al estudio de la secuenciacion del gen 16S rRNA, permitieron
reconocer que el medio cromogénico posee un enfoque Unico para la identificacion de patdgenos
ccausantes de mastitis en las explotaciones lecheras, presentan una sensibilidad y especificidad
del 82.3 %y 89.9 %, respectivamente (Ganda et al., 2016).
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La importancia de la mastitis tanto por razones de salud humana como animal y los costos que
este padecimiento representa en la economia de cualquier modelo de produccion afectado,
justifican el estudio de los diferentes procedimientos para la pronta y acertada identificacion en la
glandula mamaria que sufre de una patologia subclinica o clinica (Avila & Romero, 2010).

MATERIAL Y METODOS

De una poblacion estimada 419 vacas en 6 unidades de produccién (UP), cuatro UP (1, 2,3y 4)
estan constituidas por vacas de razas criollas locales en sistema de doble propdsito (DP) en la
zona centro costa y dos hatos de razas especializadas en la zona centro, ambos del estado de
Veracruz, México. UP1 es un hato de 100 vacas de razas criollas locales con 26 vacas en ordefia,
cuenta con sistema de ordefia mecanico y realizan practicas de lavado, secado y sellado; en la
UP2 el hato se conforma de 45 vacas criollas, 23 de ellas en ordefia; UP3 esta conformada de 100
vacas criollas con 59 en ordefia; la UP4 esta formada por 40 vacas, 21 en ordefia. El sistema DP
de las UP 1, 2, 3y 4, producen leche y carne, con pastoreo rotacional en la UP1 y pastoreo libre
en las UP2, UP3 y UP4, en estas 3 ultimas el ordefio es manual y no se realizan buenas practicas
de ordefio. La UP5, consta de 54 vacas lecheras de la de raza Holstein y con 46 en ordefia,
mientras la UP6 esta conformada de 80 vacas de razas Suizo Europeo, 39 vacas en ordefia. UP5 y
UPG6, se consideran de lecheria familiar dedicada solo a la produccion lactea, la alimentacion se
realiza en sistema de pastoreo rotacional y adicion de alimento concentrado a la hora del ordefio;
en ambas el sistema de ordefio es mecanico; como practica sanitaria en la UP5 se realiza lavado
de ubre y en la UP6 lavado y secado de la ubre. Se utilizaron muestras de leche provenientes de
los cuartos mamarios de las 214 vacas en ordefia. La prueba tamiz para identificar vacas positivas
a mastitis fue la Prueba de California (CMT), al pie de la vaca. El criterio para clasificar a los
positivos fue a partir de trazas (T), 1, 2y 3 (tabla I).

Tabla 1. Escala de CMT: relacién entre los resultados CCS y de CMT (CMT scale:relation
between CCS and CMT results.

Escala de CMT Rangos de células somaticas Formacion de gel

Negativo 0.0 - 200,000 Negativo

Trazas 200,000 - 1,200,000 Muy leve

1 400,000 - 1,200.000 Leve

2 1,200,000 - 5,000,000 Moderada

3 > 5,000,000 Importante, casise solidifica

Tomado de: Wolter etal. (2004).

Cada vaca con valor mayor a trazas, se considerd positiva y se continud con la toma aséptica de la
muestra de acuerdo a los procedimientos estandar de la Federacién Internacional de Lecheria
(FIL-1DF 50B, 1995), que incluyo limpieza y desinfeccién de la glandula mamaria y pezones, con
muestreo de leche de cada cuarto para prueba de CMT y en bolsas estériles con un volumen
aproximado de 15 ml de leche refrigerado (4°C) hasta el conteo de células somaticas y cultivo
microbioldgico (Wolter et al., 2004). El conteo de células sométicas (CCS), fue con el contador
electrénico automatico infrarrojo DCC (DelLaval® Cell Counter), por citometria de escaneo laser
(480 nm), con ADN celular marcado en el fluorocromo Yoduro de propidio (Cz27Hs4l2N4). Las
muestras con cuentas > 200,000 CCS/ml se consideraron como positivas para proseguir al cultivo
microbioldgico. El cultivo microbiolégico fue en medio cromogénico selectivo (CHROMagar™
Mastitis) para Gram positivos (G+) Streptococcus agalactiae, Streptococcus uberis y
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Staphylococcus aureus y Gram negativos (G-), E. coli, Klebsiella, Pseudomona, Candida
albicans y Proteus mirabilis. Se realizo siembra directa por estrias en cada placa, se incub6 en
condicion aerobia a 37 °C entre 18 y 24 horas. La identificacion de los patdégenos fue de acuerdo
al tipo y coloracion de colonias: Gram +: Streptococcus agalactiae = azul turqueza,
Streptococcus uberis = azul metélico y Staphylococcus aureus = rosa; bacterias Gram negativas
= inhibidas. Las Gram-: E. coli = rosa oscuro a rojizo; Klebsiellsa sp., Enterobacter, Citrobacter
= azul metélico (+/- halo rojizo); Proteus sp., halo marrén; Pseudomona = Translicidas (+/-
pigmentacion natural de crema a verde); C. albicans = crema, colonias puntiformes, opacas y
pequefias; las bacterias Gram positivas = inhibidas. Los porcentajes los resultados de las pruebas
CMT y CCS, se asociaron con las variables de manejo que caracterizaban a cada una de las UP
consideradas para este estudio, se consideraron las variables: A) préctica de ordefio (manual o
mecanica), B) el tipo de lecheria (familiar o doble propédsito), C) el grupo genético (Raza)
predominante en la UP (Europea o cruza de Europea x Cebu), asi como, D) la calificacion a las
buenas précticas de produccion de leche (Buena, Regular y Baja); cabe sefialar que para esta
Gltima calificacién, solo fue posible distinguir las opciones regular y baja. Se realizd el analisis
estadistico de las diferentes variables de manejo por el método no paramétrico del Kruskall
Wallis y la prueba binomial (de dos colas) para analizar la proporcién entre las practicas (P
<0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo al manejo, la ordefia mecanica se asocio significativamente (P >0.05) con la prueba
CMT nivel 1 (> 900 CCS); mientras que en ordefia manual la asociacion fue con CCS > 600,
ambas asociaciones fueron en UP de Lecheria Familiar y Unidades de Produccion con nivel Bajo
de Buenas Practicas y razas europeas, asi como en las unidades de produccion de doble propésito
y con ordefia manual, vacas de cruzamientos Bos taurus x Bos indicus con nivel Bajo de Buenas
Précticas.

En las tablas Il y 11l se muestran en porcentajes los resultados de las pruebas CMT y CCS,
respectivamente, de acuerdo a la asociacion existente entre las caracteristicas de manejo que
definieron a cada una de las UP. En el caso de la prueba CMT, en general se observa que la
mayoria de los casos positivos, se diagnosticaron como “sospechosos”, a los cuales se le asigno la
calificacién 0.5, en tanto que los casos positivos, reconocidos como 12, 3 y 4, fue posible
reconocer un descenso de dicho porcentaje de afectacion en la medida que aumento la severidad
de la respuesta de la prueba. Estos resultados sugieren que, en los hatos de ganaderia de doble
propdsito con baja calificacion en la adopcion de Buenas Précticas de Manejo, son las que
demuestran una mayor afectacion de mastitis subclinica, lo que confirma que la prueba se mostro
como (til para contar con un primer reconocimiento de la presencia de mastitis en todas las UP
estudiadas. En tanto que la determinacion de la frecuencia de mastitis subclinica consideradas por
medio del CCS (tabla I11), al evaluar su asociacion con las caracteristicas propias del manejo de
cada una de las UP contempladas como importantes en este estudio, confirman lo observado en la
prueba de CMT, sin embargo, aunque es posible distinguir la mayor sensibilidad de la prueba, lo
que permitiria un mejor manejo de estos casos, siguen siendo las condiciones de manejo de la
ganaderia de doble proposito donde se reconoce una mayor afectacion.

Los valores encontrados de CCS asociado al cultivo microbiolégico demostraron que del 100 %
de los animales analizados presentan mastitis subclinica con infecciones mixtas de moderadas a
altas y CCS >200,000, resultado que se asocia a CMT trazas y en consecuencia presencia de la
enfermedad (Ruiz et al., 2011). De los patogenos identificados, las frecuencias mas relevantes
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fueron de G+, S. agalactie (70.6 %), S. uberis (60.3 %) en total y en doble propdsito con ordefia
manual con razas de cruzas Bos taurus x Bos indicus; mientras que en ordefia mecanica
predominé S. aureus (59 %) S. agalactie (50 %), S. uberis (65 %) en lecheria familiar. Dada la
caracteristica comun de S. aureus, Str. agalactiae, que es colonizar y crecer en la piel de la ubre y
dentro del canal del pezén (Saran y Shaffer, 2000), son considerados infecciosos tanto en forma
individual como en una poblacion y pueden ser controlados en los hatos lecheros a través del uso
de buenas préacticas de manejo, en el que se debe incluir la desinfeccion de los pezones después
de la ordefia, terapia de la vaca seca, desecho, mantenimiento del equipo de ordefio, y terapia
antibidtica de las infecciones intramamarias (Bedolla y de Ledn, 2008).

Tabla 1. Frecuencia de mastitis subclinicas en vacas de tropico empleando la prueba California
(CMT), segun tipo de ordefia, proposito, manejo y raza (Frequency of subclinical mastitis in
tropic cows using the Californiatest (CMT), according to type of milking, purpose, manage ment
and breed).

n CMTO05 CMT1 CMT2 CMT3 CMT4

Ordefia Mecénica 111 2911 % 751 % 9.39 % 563% 0.47%
Ordefia Manual 103 28.64 % 9.39 % 9.86 % 0.00%  0.00 %
Raza Criolla Local (DP) 129 3785% 10.75% 11.68% 000%  0.00%

Raza Holstein (Lecheria 46  2009% 607%  7.48% 561% 047 %

Familiar)
Raza Suizo (Lecheria 30 2009% 607% 748% 561% 047 %
Familiar)
BP regular 111 20.09 % 4.67 % 3.75% 187%  0.00 %
BP mala 103 3785% 1215% 1542% 374%  0.47 %

n = total de vacas analizadas.

Tabla I11. Frecuencia de mastitis subclinica en vacas de tropico empleando conteo de células
somaticas (CCS), segun tipo de ordefia, proposito, manejo y raza. (Frequency of subclinical
mastitis in tropic cows using somatic cell counts (CCS), according to type of milking, purpose,
management and breed).

n CCS1 CCS?2 CCS3 CCS4
Ordefia Mecanica 111 28.64 % 6.67 % 6.10 % 10.80 %
Ordefia Manual 103 32.86 % 8.45 % 3.76 % 2.89 %
Raza Criolla Local (DP) 129 42.06 % 3.2T% 5.61 % 9.35%
Holstein (Lecheria Familiar) 46 19.63 % 10.28 % 421 % 5.61 %
Suizo (Lecheria Familiar) 39 19.63 % 10.28 % 4.21 % 5.61 %

n = total de vacas analizadas

Los porcentajes de los G-, Klebsiela (49.5 %), y E. coli (28.5 %), fueron mayores en los hatos
doble propésito y ordefia manual, las bacterias coliformes son causa muy frecuentes de mastitis
clinica, ain en hatos bien manejados y con bajos conteos de células somaticas, aunque otras
especies como Klebsiella spp también son comunes (Riekerink et al., 2008). De los resultados de
C. albicans fue baja su presencia, pero su importancia radica en que el factor de virulencia B1
(PLB1), secretado por Candida, es una enzima digiere los componentes fosfolipidicos de la
membrana de la célula huésped que conduce a la lisis celular con alteraciones de las
caracteristicas superficiales que facilitan la adherencia y la infeccion (Eldesouky et al., 2016) y
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aun con baja cantidad de animales infectaos, se deben tomar medidas para evitarla, ya que su
presencia se asocia zoonosis, y representa un factor que compromete la calidad y seguridad de los
derivados lacteos como el queso (Sartori et al., 2014). En el caso de Pseudomona en 3 hatos se
encontro hasta el 100 % de crecimiento, este se considera un agente infeccioso de aparicion
esporadica y relacionado a falta de higiene durante la ordefia, principalmente al agua utilizada en
las instalaciones de ordefio de origen no potable y existe fuerte asociacion entre la calidad
bacteriolégica del agua y la presencia de Pseudomonas spp. (Yera Pompa & Ramirez, 2016;
Kawaietal., 2017).

CONCLUSIONES

La distribucion de los patdégenos de la mastitis dependio del sistema de ordefio, siempre con
mayor cantidad en ordefio a manual. Las buenas practicas de ordefia, tanto en ordefia manual
como mecanica, llevan a mejorar el rendimiento y la salud de los hatos, al reducir la exposicion
de las vacas a los patogenos tanto ambientales como infecciosos e incidir en las terapias
adecuadas que reduzcan esta enfermedad, a través de las diversas tecnologias disponibles para su
diagnéstico y prevencion. El desafio que imponen los factores ambientales en los bovinos
productores de leche en la regién tropical resulta mayor en los grupos raciales Bos taurus con
respecto a las razas criollas locales, debido a que los Ultimos muestran mayor capacidad de
adaptacion a las condiciones que prevalecen en un clima calido y himedo, sin embargo, el
problema de mastitis esta asociado a malas practicas de ordefia que conducen a que al menos un
tercio de las vacas de estas razas estén afectadas por cualquier forma de mastitis en uno 0 mas
cuartos.
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