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RESUMEN

Laura Hernandez Andrade. Estudio epidemiolégico de la mastitis bovina
causada por Staphylococcus coagulasa negativos. Asesorado por: MC.
Gustavo A. Garcia Delgado, MC Graciela Tapia Pérez, MC. Carles Rosales
Ortega.

Con el objetivo de identificar las principales especies de Staphylococcus
coagulasa negativos (SCN) en la mastitis bovina en México, e identificar los
factores de riesgo asociadas a su presentacion; asi como de conocer el grado de
adherencia de estos microorganismaos a células epiteliates ductulares de glandula
mamaria bovina y a material plastico, se realizé un estudio epidemioldgico en diez
establos ubicados en los estados de México e Hidalgo. Por medio de un muestreo
estratificado y sisteméatico se tomaron muestras de feche de 1,107 vacas
seleccionadas al azar, con la finalidad de aplicar la prueba de Wisconsin
modificada para conocer |a prevalencia de mastitis, asi como aislar e identificar a
los gérmenes presentes especialmente Sfaphylococcus coagulasa negalivos
(SCN); los cuales se identificaron por medio de pruebas convencicnales
complementadas con el sistema APIG20. Se mezciaron in vitro suspensiones de
SCN y ceélulas epiteliales y se contaron las bacterias adheridas por célula, Para
observar la adherencia en tubo las suspensiones de SCN, se tind con safranina la
pared de tubos de plastico que tuvieron cultivos en caldo, para observar a simple
vista si existid crecimiento adherido a la pared del tubo. La prevalencia de mastitis
clinica fue de 1.99% (22/1107), la de mastitis subclinica fue de 80.25% (667/1107).
El porcentaje de vacas sin mastitis fue de 37.76% (418/1107). Se lograron 533
aistamientos bacterianos, de los cuales 118 (22.1%) correspondieron a coagulasa
negativos (SCN);, de éslos, 76 (64.4%) provinieron de mastitis subclinica y 42
(35.5%) de leches con cuentas ceilulares de menos de un millén de células/mi. La
especie bacteriana mas frecuentemente aislada en ambos tipos de leche fue S
xylosus. Otras especies aisladas en orden decreciente fueron: S. warneri, S.
saprophyticus, S. hominis, S. epidermidis, S. chromogenes, S. kioosi, S

haemolyticus, S. simulans y S. cohnii. Otros microorganismos aislados incluyeron

[
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Streptococcus spp y Corynebacterium spp. Todos los SCN mostraron adherencia
a células epiteliates ductulares de glandula mamaria bovina sin diferencia
estadistica entre ellos, S xylosus mostrdo mayor promedio de adherencia al
material plastico. No se encontrd ningun factor de riesgo en la mastitis causada
por (SCN). probablemente por la falta de potencia del muestreo realizado.

Palabras clave: maslitis, Staphylococcus coagulasa negativos, adherencia,

factores de riesgo.
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Abstract

Pathogenic differences between coagulase negative Staphyfococci (CNS) have
been found, the bacteria induce several inflamatory responses from subclinical to
severe clinical mastitis. This study was carried out with the purposes of know the
most frecuently strains of coagulase negative Staphylococci in bovine mastitis,
know risk factors and know the adhesiveness capacity to produce mucous which
allows them to adhere to smooth surfaces as plastic tubes. Other purpose was to
know the adherence degree of CNS 1o mammary epithelial cells.  This study was
made in ten herds from Edo. México and Hidalgo. 1107 samples milk were taken
from Holstein cows with the purpose to make Wisconsin test CNS were identified
with the APl G20 system. The mucous producing and adherence capacity to
smooth surfaces was observed in esteril plastic tubes containing brain infusion
broth and inocutated with the CNS strains, after 24 h incubation period the liquid
media was descarted and 0.25% safranina O was added, 15 minutes latter the
liquid was decanted and the tubes were washed and observed. An adderent
positive growth had a pink -red smear in the internal side of the tube and not only
in the bottam or air-liquid interphase. CNS strains had adhesiveness capacity that
could be importat in transmision of those CNS present in linners to the mammary
quarters, it can be also related to the high incidence of those microorganisms in
bovine mastitis. Strains of S. xylosus, S haemolyticus, S. hominis, S. warneri, S.
chromogenes, S. simulans, S. epidermidis and S. saprophyticus, isolated of
maslitis adjusted with the 0.5 Nephelometer tube of Mc Farland. Epithelial cells
were obtained from mammary glands of recently sacrifice cattle. The bacterial
suspension were mixed with the cells. The test was made three times with each
CNS strains. S. xylosus had a cell adherence of 28%, S. haemolyticus 36%, S.
hominis 32%, S. warneri 12%, S. chromogenes 34%, S. simulans 18%, S.
epidermidis 21% and S. saprophyticus 33%. The average adhesiveness of bactria
for most CNS species was 4 bacteria for each cell. Risk fa®tors were not found for

mastitis by coagulase negative Staphylococci.
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INTRODUCCION

1 MASTITIS
La mastitis es definida como una inflamacion de la glandula mamaria, originada
usualmente como consecuencia de una infeccion que puede ser producida per

numMerosos agentes etiologicos.

La mastitis origina pérdidas econdmicas graves por efecto de las siguientes

causas:

« Disminucién de la produccion de leche.

» Aumento de los costos por eliminacion y reposicion del ganado.

= Disminucién del valor de venta de la leche producida por vacas con maslitis
clinica.

« Eliminacion de leche que no resulta apta para el consumo.

» Disminucion de fa calidad de los subproductos derivados de la leche.

« Aumento de gastos en medicamentos.

« Incremento de costos en servicios veterinarios.

La mastitis clinica se caracteriza por anormalidades visibles en la ubre ¢ en |a
leche. La mastitis subclinica no puede detectarse por observacion visual, sin

embargo se puede diagnosticar con ayuda de métodos indirectos,

En las infecciones naturales, la contribucion relativa de las pérdidas en
produccion de leche ocasionada por la mastitis subclinica es de un 80%, debido a
que tiene una frecuencia de 20 a 50 veces superior a la mastitis clinica. No todos
los animales con mastitis subclinica presentan un mismo porcentaje de pérdidas
en la produccién de leche, ya que éste asciende en relacion directa al contenido

celular de [a leche { 1).

En la predisposicion de mastitis bovina se han considerado factores intrinsecos

como; morfologia del pezén, produccion lechera, edad, estado de lactacion,
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inmunidad y equilibric hormonal. Entre los factores extrinsecos © del medio
ambiente se consideran; época del afio, desequilibrio en la alimentacién, higiene
de la explotacion, practicas de manejo y ordefio. Entre los factores de tipo
ocasional se encuentran: retencion de teche y traumatismo del pexén. En cuanto
a los gérmenes asociados a mastitis infecciosa, se considera que son factores

importantes su especificidad, patogenicidad y frecuencia (2)

El status de infeccion de una glandula mamaria constituye el factor mas
importante de variacion del recuento celular de la teche de dicha glandula. La
respuesta especifica de los principales tipos celulares presentes en la leche

guarda una estrecha retacion con |la gravedad de Ja infeccion.

En el ganado vacuno, la edad de los animales del hato explica el 8% de ta
varianza total del conteo celular, ya que este aumenta con la edad del animal,
debido fundamentalmente al aumenic de [a concentracion de los
polimorfonucleares a lo largo de lactaciones sucesivas, mientras que el resto de

los tipos celutares sufren tan solo un ligere incremento a partir de la segunda

lactacion (1)

1.1 MASTITIS SUBCLINICA POR Staphylococcus COAGULASA NEGATIVOS
(SCN).

Entre los gérmenes causantes de mastitis subclinica se encuentran los
Staphylococcus coagulasa negativos (SCN) las infecciones subclinicas causadas
por SCN son frecuentes, no son severas y aumentan muy poco las cuentas de
células somaticas en leche de tanque. Los signos clinicos son poco aparentes y
se limitan a coagulos y escamas en la leche. La incidencia de infecciones por
SCN es mayor durante el periodo de secado {(descanso lactacional), cuando e
pezon no estd expuesto a germicidas, por o tanto el porcentaje de glandulas

infectadas es mas alto en el parto.

Los SCN son los microorganismos aislados con mayor frecuencia en procesos

subclinicos y se ha comprobado su variabilidad patégena: algunas especies son
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capaces de producir mastitis clinica (S. chromogenes). subclinicas (S. simulans) o
ligeras elevaciones del recuento de células somaticas (S. xylosus). Tambien se ha

aislado S. simulans y S. epidermidis en gran numero de infecciones clinicas {4, 5).

En un estudio realizado por Hodges {6) a partir de 900 muestras de casos de
mastitis bovina, encontrd mastitis clinica en un 306% asociada con
Staphylococcus coagulasa positivos y 15.3% con Staphylococcus coagulasa

negativos.

En infecciones experimentales bilaterales por S. simulans realizadas en ganado
ovino lechero, se han observado pérdidas en la produccion lactea de un 20 a 30

9% durante varias semanas, como consecuencia de la mastitis subclinica originada

por este microorganismo (7).

2 EPIDEMICLOGIA

La mastitis bovina es un sindrome muitifactorial. por lo que para la comprension
de su presentacion y evolucion es preciso conocer con exactitud la interrelacion de
todos los factores que influyen en su aparicion los ligados al  individuo, a los
diferentes microorganismos y al medio ambiente, incluyendo factores de manejo
como: ordefio, amamantamiento y alojamiento {8). Es necesaric conocer la
dinamica de las infecciones mamarias, es decir, su origen, transmision,
persistencia y evolucion, para proponer los medios de prevencion y contral con

fundamentos de eficacia.

La prevalencia de mastitis en un hato lechero indica el numero o porcentaje de
vacas o glandulas mamarias que se encuentran infectadas con la enfermedad en
cualguier momento. La incidencia se refiere a la frecuencia con que se presentan
nuevas infecciones ( 8, 9). A nivel mundial la prevalencia de mastitis ha

disminuido aproximadamente en un 50% en los ultimos 25 afos como resultado

de programas de control { 1).
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Se han evidenciado ciertos parametros que influyen en la presentacion de
mastitis, por ejemplo la importancia de la contaminacion de las camas en las
infecciénes por enterobacterias, S. faecalis, S. uberis y i0s reservorios en las
mastitis por Mycoplasmas, pero quedan incognitas respecto a los factores de
presentacion de tos Staphylococcus coagulasa negativos y en cierta medida
también de S. aureus, ya que son los microorganismos mas frecuentes en las
mastitis bovinas y ovinas. Hasta fechas muy recientes no se habian discriminado
las diferentes especies de SCN (10) y se tenia idea de que eran microorganismos
palégenos secundarios sin gran relevancia clinica, epidemiologica o econdémica.
Nuevos reportes han prestado mayor importancia a este grupo de

microorganismos (11, 12).

FACTORES EPIDEMIOLOGICOS QUE INTERVIENEN EN LA PRESENTACION
DE MASTITIS

2.1 DEL INDIVIDUO

En el ganado bovino lechero, el diametro del canal del pezén es un rasgo
anatémico ligado a la predisposicion de mastitis (1). Las ubres firmemente
implantadas son menos susceptibles que las colgadas, ademas la forma del
extremo del pezon estad correlacionada con la susceptibilidad a la mastitis.
Algunos rasgos de la morfologia mamaria, especialmente el angulo de
implantacion de los pezones y la altura de los senos lactiferos en la glandula
mamaria son importantes en muchos casos de caidas de pezoneras durante el
ordefio, ya que al no quedar bien colocadas por la anatomia de la glandula
mamaria se presenta la caida de ellas. También pueden existir inhibiciones en fa
salida de leche y de la magnitud de la leche retenida en la ubre después de su
ordefio a maguina (7).

En cada animal, la susceptibilidad a la mastitis puede atribuirse a diversas

causas:
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Edad. Conforme avanza la edad aumenta la susceptibilidad a la mastitis. Enla
edad de maxima produccién suelen aumentar los casos de infecciones
subclinicas.

Produccion lactea. A mayor productividad puede existir mayor susceptibilidad.
Caracteristicas anatémicas y genélicas de susceplibilidad al ordeno mecanico.
Estos factores son de importancia en la predisposicion a mastitis, entre los que
se encuentran el diametro del canal del pezon, pezones demasiado largos o
cortos, o implantados incorrectamente y ubres caidas.

Periodo de lactacion. La probabilidad de infeccion es mayor alrededor de tres
semanas post-parto y después del destete.

Infecciones antiguas y/o cronicas. Los animales que han sufrido episodios de
mastitis clinica especialmente de tipo gangrenoso, tienen una alta probabilidad
de permanecer infectados durante periodos de tiempo muy prolongados.
Animales portadores de infecciones inaparentes, los que pueden ser el origen
de la infeccién de los animales sanos. Algunos microorganismos pueden ser
eliminados desde la piel, glandulas, mucosas, también en una variedad de
productos animales comeo carne, leche y queso. Consecuentemente los

microorganismos pueden ser eliminados al medio ambiente (tierra, polvo,

agua).

2.2DEL MEDIO AMBIENTE

Las istalaciones donde se encueniran los animales presentan asociaciones con

los casos de mastitis:

Higiene, la cual juega un papel primordial en la profilaxis de as infecciones,
sobre todo la limpieza de las camas.

Humedad, si la renovacion de la cama es insuficiente y se acumula humedad
en ésta, las bacterias presentes normaimenie en las heces, como son las
enterobacterias y estreptococos, se muitiplican activamente con lo que
aumenta la posibilidad de contacto con la apertura natural del pezon y con ello

la posibilidad de casos clinicos. Esta relacion ha sido suficientemente
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documentada en paises que han aplicado planes de controt de mastitis durante
anos ( 8).

Modelo de instalacion. En particular la construecion con materiales rugosos y
con todo aquello que pueda incidir en la produccion de traumatismos en la ubre
o lesiones en la abertura del pezon .debe ser considerado como factor principal
de riesgo de mastitis. Los suelos pueden alojar microorganismos y materia
organica. Los suelos emparillados minimizan el contacto de los animales con
las heces, y con ello tienden a disminuir los procesos bacterianos, incluyendo
la mastitis { 8).

Variaciones bruscas de la temperatura Las corrientes de aire por ventilacion
inadecuada ylo excesiva, asociados a edificaciones mal orientadas tienden a
disminuir las defensas y con ello |a resistencia a las infecciones.

Tipo de material de la cama, que influye en la proliferacion microbiana
posterior. Se ha observado que las camas de aserrin de madera favorecen la
presentacion de maslitis colibacilares, debido a gue aigunas bacterias como
Klebsiella y Enterobacter son capaces de multiplicarse activamente; por otro
lado, se ha observado que fa paja es un sustrato mas adecuado para
Streptococcus uberis,

Ordefio. Es el factor primordial en los hatos lecheros, ya que es el momento
mas importante de contagio de los patdgenos implicados en mastitis. Las
observaciones a efectuar en relacion con la apancion de mastitis son diferentes
segun el sistema de ordefio empleado. aungue existen ciertos factores en
comun. En |as instalaciones de ordefio manual, sin foso u otro sistema que
permita realizar dicha operacién con cierta comodidad, resulta dificil que el
riesgo de contagio sea bajo. En el ordefio mecanico, tendencia a la que estan
abocadas la mayoria de las explotaciones lecheras, |a técnica de ordefio y
sabre todo el correcto funcionamiento de 1a instalacion es decisive para evitar
el contagio. El sobreordefio es cuando tas pezoneras se dejan mas tiempo del
necesario en contacto con el pezén y la leche ya dejd de fluir. Este es un

factor importante de dano fisico a considerar
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- Estrés. También esta condicion predispone a la mastitis por la constante
tensidon que todos los factores adversos generan en la vaca al momento del

orderic, de alimentacion y reposo.

2.3 DE LOS MICROORGANISMOS

Se considera que las ubres infectadas de las vacas pueden ser una fuente de
microorganismos contagiosos, ya que se pasan de vaca a vaca durante el ordeno
{(13). Las fuentes mas importantes de microorganismos del medio ambiente como
es Pseudomonas aeruginosa, estan ubicadas en |os lugares donde vive y se
explota la vaca, por lo que faciimente tienen acceso a la piel y consecuentemente

al interior de la ubre en el intervalo entre ordenos.

Entre los microorganismos contagiosos e importantes se encuentran:
Staphylococcus aureus y Streptococcus agalactiae, otros que también se incluyen
son  Mycoplasma bovis y Corynebacterium bovis. Estos microorganismos se
adaptan bien al crecimiento dentro de la ubre, usualmente comienzan con
infecciones subclinicas de larga duracion y se eliminan en gran proporcion en la

leche producida por las gtandutas mamarias infectadas.

Los hatos donde la mastitis contagiosa ha sido conirclada, algunas veces tienen
mayor incidencia de mastitis clinica causada por microorganismos del medio
ambiente, entre los que se incluyen varias especies del género Streptococcus a
excepcion del Streptococcus agalactiae y coliformes entre los que destacan
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Enterobacter
aerogenes y otros géneros bacterianos menos frecuentes como Pseudomona

aeruginosa.

Una gran variedad de otros microorganismos pueden causar mastitis.en ciertas

condiciones, entre ellos se encuentran Nocardia, Pasteurella, Prototheca, Bacilus

y levaduras.
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Las infecciones son usualmente causadas por una sola cepa; las caracteristicas
de ésta deben ser demostradas y conirastadas con otras cepas con la

discriminacion o repetibilidad que confirme que la infeccion existe o persiste.

Microorganismos oportunistas como los SCN se encuentran casi siempre en
grandes cantidades en la superficie de la ubre y pezon, constituyendo una fuente
de infeccion constante; usualmente son los mas prevalentes en la leche, pero
causan solo una ligera inflamacion. Los SCN incluyen mas de 20 especie(10.

14,15).

Cuando ocurre un brote de mastitis debe ser estudiado para determinar el origen
de la cepa, la forma de transmision y el efecto de terapia preventiva y curativa. En
el caso de SCN aislados de humanos tienen la capacidad para acumular
resistencia a antibigticos, la cual puede ser transmisible a especies de

Staphylococcus mas agresivas (16, 17,18).

3 ETIOLOGIA

Clasicamente se ha dislinguido entre microorganismos patogenos mayores
(primarios) y menores (secundarios), en funcion de la gravedad de las infecciones
que ambos provocan, evaluada por la severidad de los signos e intensidad de la
reaccion  inflamatoria. Asi.  Staphylococcus  aureus,  Streptococcus,
enterobacterias, Pseudomonas y Mycoplasma han sido considerados como
patogenos primarios y los Staphylococcus coagulasa negativas (SCN) hasta hace
relativamente poco tiempo, como patdégenos secundarios (19). Sin embargo,
diversos estudios taxonomicos y resultados de infecciones experimentales con
distintas cepas, han demostrado que a pesar de existir diferencias marcadas de
patogenicidad, algunas especies de SCN inducen varios grados de respuesta

inflamatoria, desde infecciones subclinicas hasta casos clinicos graves ( 1)

La asociacion de los Staphylococcus con la medicina veterinaria coincide con el

aistamiento por Nocard en 1887, de los agentes microbianos procedentes de
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mastitis en ovejas. La relacion que lienen los microorganismos del genero
Staphylocaccus  con la mastitis bovina, caprina y ovina ha sido estudiada por
diversos investigadores y son varios los que consideran a los SCN como agentes
capaces de desarrolfar la infeccion mamaria, siendo menos conocido  su
mecanismo de virulencia pese at constante aislamiento en estos procesos clinicos

(20, 21, 22).
3.1 Staphylococcus spp, RASGOS MICROBIOLOGICOS Y CLASIFICACION

Los primeros esquemas de clasificacion de los Staphylococeus, categorizaban
como coagulasa positivos exclusivamente a S. awreus y coagulasa negativos a S.
epidermidis y Micrococcus spp. S. aureus era considerado como el unico
patégeno mayor del grupo, y se creia que los otros dos eran poco patogenos e
incluso apatégencs. Posteriormente, se ha puesto de manifiesto la complejidad y
diversidad de este género en la dltima edicion del Manual de Bergey (18}, ya que
de dos especies contempladas iniciaimente se ha pasado a tas 27 de la
actualidad, de las cuales S. aureus, S. intermedius, S. hytcus y S. delphinii
presentan el caracter positivo de la coagulasa y el resto son consideradas como
coagulasa negativas. De estas uitimas, al menos 14 especies de SCN. han sido

aisladas en mastitis de los rumrantes (23, 10, 24).

Los rasgos microbiologicos mas sobresalientes de este genero son: morfologia
cocacea de 05 a 15 yum de diametro, agrupandose en pares, tetradas y en la
forma mas caracteristica de racimos. Son gram positivos, no movies. Son
anaerobios facultativos, catalasa positivos, la mayoria de las cepas crecen en

concentraciones de 10% de NaCl y a temperaturas de 18 a 40 C.

Los Staphylococcus pertenecen a la famitia Micrococcaceae que reune cuatro
géneros: Staphylococcus, Micrococcus, Stomatococcus y Planococcus {18). El
género Staphylococcus puede ser subdividido al menos en cuatro grupos de
especies con base en su relacion de DNA y caracteristicas fenotipicas: el grupo de
S. epidermidis esta compuesto de las especies. S. epidermidis, S. capitis, S.

warneri, S. haemolyticus, S. hominis y S, saccharolyticus. Otro grupo es el de S.
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saprophyticus que esta compuesto de esa especie. S. cohnii y S xylosus. El
grupo de S. simulans esta compuesto por esta especie y S. carnosus. El grupo de
S. sciuri consta de S. sciuri y S. lentus. Las otras especies S aureus, S.
auricularis, S. intermedius, S. hyicus y S. caseolyticus no pueden ser facilmente
acomodadas en otro grupo y ademas son muy diferentes entre si, para formar otro
grupo (18,25).

Las especies de Staphylococcus son fermentativas, con produccion de
pigmentos carotenoides, que pueden estar presentes en muchas especies. Los
carbohidratos y los aminoacidos son wllizados como fuenie de energia y de
carbono. Una variedad de carbohidratos pueden ser utihzados aerébicamente con

la produccion de acido.

Los requerimientos nutricionales son variables, la mayoria de las especies
requieren un origen organico de nitrégeno  Algunas especies son resistentes a
novobiocina, mientras otras son tipicamente susceptibles Poseen la enzima
catalasa, menaquinonas insaturadas, citocromos a y b, L-isina como
diaminoacido, en el peptidoglicano de la pared. El género Staphylococcus se
distingue por poseer en la pared acidos teicoices. y menor cantidad de glicina en
el peptidoglicano. lo que los hace sensibles a lisostafina, ya que esta rompe las

uniones glicil-glicina def peptidoglicano. El contenido en G + C del ADN es bajo

(30-31% ) {18},

3.2 ESTAFILOCOCOS COAGULASA NEGATIVOS

La patogenicidad de los SCN no se ha estudiado con amplitud en medicina
veterinaria pero se tienen ya conocimientos acerca de su virulencia en algunos
casos de mastilis ovina. Es importante mencionar que el término coagulasa
negativa en Staphylococcus  de origen animal y de humano no es idéntico, ya que
las cepas de un origen u otro se comportan de diferente modo, lo cual se

manifiesta en la fagotipificacion, caracterizacion bioguimica y vwulencia. Asi. la
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patogenicidad de tos SCN se ha discutido en relacidn con la mastitis bovina,
considerandolos en algunos casos como causantes naturales de la inflamacion

clinica y subclinica de la ubre ( 26, 27).

No todas las especies de SCN son tomadas en cuenta en su relacion etiotégica
con las mastitis con el mismo interés por parte de los diferentes investigadores
que han trabajado sobre este tema, algunos trabajos muestran una exclusiva
preferencia por S. hyicus, por S. chromogenes o S. sciuri en mastitis de cabras. A
continuacion  se describirdn  algunas  especies de mayor frecuencia
epidemiolégica.

S. epidermidis. Algunas cepas producen envoltura mucoide, esta produccion es
variable entre cepas y puede ser influenciada por la composicion del medio de
crecimiento, las colonias pueden ser lisas, circulares, brillantes y pueden medir de
25 a 6 mm de diametro, algunas cepas que producen esta enwvoltura son
viscosas. Generatmente no es detectado ningun pigmento, la mayoria de las
cepas producen colonias que son de color gris o blanco. la fosfatasa alcalina es
producida por la mayoria de las cepas. El habitat mas comun de S. epidermidis es
la piel humana, aunque también se encuentra en olras especies animales,
particularmente los que viven en asociacion con el hombre. Este microorganismo
es ahora reconocido como un patdgeno oportunista, el cual puede colonizar

artefactos médicos como valvulas o protesis (28).

S. warneri. Las colonias miden 3 a 6 mm. son colonias lisas. usualmente con un
centro ligeramente elevado, algunas son traslucidas u opacas, pueden ilegar a ser
brillantes, La produccién de pigmento es variable, sin embargo la mayoria de las
cepas producen un color amarillo o amarillo-naranja, en algunas cepas de
humanos, las colonias son grises o blancas con un puente amarillo. La produccion
de pigmento aumenta con la temperatura ya sea ambiente o de refrigeracion, pero
a menudo es genéticamente inestable y puede ser perdido en el subcultivo, se
produce acido aerdbicamente a partir de fructosa, sucrosa, trehalosa y glicerol. La

mayoria de las cepas producen acido de manito! y maltosa. Presentan una fuerte
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actividad B-glucosidasa y algunas cepas muestran actividad B-glucoronidasa. Las
hemolisinas pueden ser producidas, pero su actividad es débil. S. warneri puede
estar asociado con una variedad de infecciones en humanos, tales coma

septicemias, endocarditis, conjuntivitis e infecciones urinarias { 29, 30).

S. haemolyticus, las colonias son lisas. ligeramente convexas, circulares y
opacas, pueden ser colonias grandes de 5-9 mm de didmetro. La produccion de
pigmento es variable, sin embargo muchas cepas producen colonias que no son
pigmentadas (grises o blancas) o tienen un ligero color amarillo, el cual se
incrementa con el paso del tiempo, son urea negativa, muchas cepas muestran
fuerte aclividad -glucosidasa y/o fi-glucoronidasa. La actividad hemoiitica es

usuaimente moderada a fuerte, detectable en 48-72 h en agar sangre.

S. hominis. Las colonias son lisas y algunas de textura butirosa, circulares,
opacas, las colonias pueden tener un tamafio de 3- 5 mm de diametro. El
pigmento es variable, muchas cepas producen colonias con un amplio centro
amarillo o amarillo naranja y dos o haslta mas anillos concéntricos claros vy
obscuros. Las cepas no pigmentadas son relativamente poco comunes. No
pueden ser conservados en medios convencionales a temperatura de

refrigeracion, ya que no permanecen viables por mas de un mes.

S. saprophyticus, las colonias son convexas, circulares, lisas y usualmente
opacas, pueden tener un tamafio de 5 a 9 mm de diametro, la mayoria de las
cepas no son pigmentadas o son ligeramente de tonos amarilfos, este pigmento se
puede incrementar con el paso del tiempo; también existen colonias de cofor

naranja. Esta especie es aislada frecuentemente de la piel de humanos y de otros
mamiferos ( 31).

S. cohnii. Las colonias son convexas, ligeramente umbilicales, lisas y opacas,

pueden llegar a medir de 4 - 7 mm de diametio, las colonias son usualmente de

cotor blanco.
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8. xylosus. La morfologia de sus colonias es muy variable e incluye formas no
observadas en otras especies, las colonias son elevadas, ligeramente convexas,
pueden ser lisas o rugosas, opacas y pueden llegar a medir de 4 - 10 mm de
didmetro, su color puede ser amarillo 0 amarillo-naranja, grises, blancas. Algunas
cepas fermentan la glucosa débilmente y algunas son clasificadas como
Micrococcus con base a la prueba de oxidacion-fermentacion. Muchas cepas
tienen fuerte actividad p-glucosidasa, [-glucoronidasa vy (-galactosidasa, las
cuales le diferencian de S. saprophyticus y S. cohnii. Estudios de hibridizacion de
DNA han indicado que cepas de S xylosus de origen humano y de animales estan

muy relacionadas, mostrando hasta un 70% de homologia ( 26. 32,)

4 PATOGENIA: ESTADIOS INICIALES DE LA INFECCION

La infeccion de la glandula mamaria se preduce como consecuencia del ingreso
del microorganismo a través de la apertura natural y canal del pezon {19). La
contaminacion de la abertura del pezdn, que puede suceder durante o entre
ordefios, se ve favorecida por condiciones ambientales adversas. por ciertas
caracteristicas anatomicas de la ubre y de forma muy especial por iesiones, ia
mayor parte de las cuales se producen a consecuencia de una técnica ylo

funcionamiento incorrecto del equipo de ordefio (8).

La penetracion bacteriana puede facilitarse por la lesion del pezon o por
contaminacién de la  apertura natural del pezdn, bien por las manos del
ordefnador, o por el reflujo de leche contaminada. desde la glandula infectada
hacia la glandula sana durante el ordefio mecanico {23). En otros casos, la
infeccién de la glandula mamaria es posible por via endogena como el caso de
los Mycoplasmas. Esto también es factible en otras enfermedades sistémicas
coma brucelosis, salmonelosis y clamidiasis, en las que puede producirse la

excrecion de microorganismos por |a leche. sin existir necesariamente un proceso

de mastitis.
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Colonizacién del pezén . Una vez que la bacteria logra pasar por el canal del
pezon. se enfrenta a varios mecanismos de defensa. Uno de ellos es el flujo de
leche producido por el ordedio, mediante el cual se eliminan muchas bacierias, sin

embargo, la capacidad de adherencia bacteriana a células del epitelio mamario

antagoniza dicha eliminacién (33}).

4.1 ADHERENCIA BACTERIANA A SUPERFICIES

La adherencia bacteriana a superficies celulares o epiteliales es un evento
inicial esencial en la patogénesis en las infecciones bacterianas. antes de que se
lleve a cabo la colonizacion y produccién de sustancias extracelulares, esto ha
sido demostrado por estudios de inhibicidn competitiva usando adhesinas
bacterianas purificadas, material receptor de la célula huésped. La inhibicidn de
ta adherencia por medio de anticuerpos  contra adhesinas y la supresion de la
adherencia con carbohidratos especificos han revelado la importancia de la
adherencia como un prerequisito para la infeccién. En forma breve: Sin adherencia
no se produce la infeccion (34).

La adherencia bacteriana es necesaria para resistir la elinunacion de estos
microorganismos por parte de los fluidos corporales como saliva u arina, una vez
que los microorganismos se adhirieron a la célula también pueden llegar a

producir una liberacion de toxinas a los receptores en la membrana celular.

Las lectinas son un grupo de adhesinas bacterianas localizadas en la superficie
bacteriana que presentan cadenas laterales de carbohidratos enlazados a
proteinas principalmente. Las moléculas receptoras de la célula huésped pueden
ser también glicoproteinas o glucolipidos con sitios de reconocimientc.  En
muchas ocasiones las interacciones que se establecen entre el receptor y la
adhesina bacteriana y células huésped pueden inhibirse especificamente por
simples oligosacaridos, indicando con ello la participacidn de proteinas con

capacidad de union a carbohidratos, de origen no inmune.

[
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Se ha sugerido que la hidrofobicidad de la superficie bacteriana interviene en la
adherencia de las bacterias a los tejidos del hospedador (35, 36). proponiendo que
las bacterias hidrofébicas son mas susceplibles a la fagocitosis que las
hidrofilicas, ya que la fagocitosis se facilita cuando existen interacciones
hidrofébicas entre las bacterias y los neutrofilos. El comportamiento hidrofobico de
la bacteria parece ser atribuible a la presencia de proteinas en la superficie
bacteriana, mientras que ta presencia de un exopolisacarido se asocia & un
comportamiento hidrofilico. De hecho se ha sugerido que esta caracteristica
puede ser un criterio para determinar la presencia de exopolisacaridos bacterianos

en cepas de S. aureus obtenidos de mastitis bovina (37).

En el caso de la mastitis se ha considerado que los microorganismos implicados
pueden adherirse a los ductos glandulares mamarios y alveolos mediante la unién
a proteinas basales de la membrana o a través de receptores de las células
epiteliales, para posteriormente  formar  microcolonias rodeadas de

exopolisacéridos {35).

Diversas especies y cepas bacterianas presentan distintos grados de adherencia
al epitelio, dependiendo de una serie de factores como pH, temperatura y
concentracion bacteriana (34). Las bacterias pueden adherirse a proteinas

extracelulares como fibronectina, colageno, laminina, vitronectina y fibrinogeno.

4.2 MECANISMOS DE DEFENSA DE LA GLANDULA MAMARIA

La defensa de la glandula mamaria estd mediada por una variedad de factores
especificos e inespecificos, los cuales pueden actuar individual o conjuntamente
para proteger a la glandula frente a la infeccion. Para eliminar |a infeccion en sus
primeras etapas se supone el desarrolio de una respuesta inflamatoria en |a
glandula, con una llegada de proteinas séricas y de células inflamatorias,
leucacitos neutrofilos polimarfonucieares (PMN). En caso de gue la infeccidn no

sea controlada por estos fagocitos, el agente infectante persiste, produciéndose

una inflamacién crénica.
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Los mecanismos de defensa mamarios pueden ser clasificados como
independientes o dependientes de la inflamacion.  La primera categoria
comprende los mecanismos intrinsecos que operan en fa glandula mamaria sana:
intervencion de  elementos  solubles  (lactoferrina,  lisozima,  sistema
lactoperoxidasa/H,0,, complemento) y de células fagocitarias, especialmente
macrofagos presentes en la leche en un numero reducido. Los mecanismos
dependientes de la inflamacion incluye fundamentalmente la fagocitosis mediada

por leucocitos PMN (34).

Una vez que la bacteria ha conseguido penetrar, para llegar a establecerse en &l
tejido mamario debera resistir la accion de los factores bactericidas del canal de!
pezon y de la leche, incluyendo la lisozima, y no ser gliminada junto al flujo lacteo
durante el ordeno ylo el amamantamiento y eludir ia fagocitosis mediada por
macréfagos y neutrofilos.  Posteriormente tras  atravesar esta barrera, los
microorganismos deben enfrentarse al sistema inmune en sus variantes humoral
y celutar. En la fase aguda de la inflamacion los PMN  migran desde los

capilares hasta el sistema ductular mamario, incrementando el recuento de células

somaticas caracteristico de la mastilis.

Estudios realizados en la glandula mamaria bovina han mostrade que la
migracion de los PMN desde los capilares hasta las cavidades de la glandula se
realizan en varias fases. Con posterioridad a los cambios vasculares primarios, los
PMN migran desde los capilares y vénulas, acumulandose en el tejido conectivo
subepitelial. Cuando atraviesan el epitelio ductular, los PMN pasan primera entre
las células basales para acceder a la capa de celulas luminales y para
posteriormente atravesar el epitelio de los alvéclos. Para esla migracion
intervienen mediadores que estimulan y dirigen a los PMN. éstos se acumulan
entonces en las superficies luminales y se adhieren unos a otros o al epitelio

durante algun tiempo, antes de pasar a la leche

La deficiencia, la ausencia o el retraso en {a respuesla inflamatoria permiten la

manifestacion de los mecanismos de virulencia bacteriana: adherencia vy

[
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produccion de toxinas dentro de la glandula y posiblemente formacion de
exopolisacaridos, [0 cual puede tener graves consecuencias. entre las mas graves,

la aparicion de gangrena y necrosis {33).

£n el caso de S. aureus se ha visto que el material capsular es importante en ia
virulencia ya que fos microorganismos encapsulados resisten la opsonizacion de!
suero normal. La expresion de un material de superficie antifagocitico inducido
por la multiplicacién del microorganismo en el l[imen de la glandula mamaria pone
en ventaja a las cepas de origen mastitico, ya que se ha observado que resisten la

fagocitosis de PMN cuando crecen en presencia de leche (37).

Sin embargo, los patogenos que invaden fa ubre y causan mastitis rara vez son
invasivos, aungue en la mastitis estafilococcica grave. el epitelio mamario llega a
erosionarse casi totalmente. La rapidez en la migracion leucocitaria es esencial
para una respuesta eficaz que controle 1a proliferacion bacteriana de S. aureus y
E coli De acuerdo con varios autores, la mayoria de las especies bacterianas
aisladas de casos de mastilis bovina son eliminadas faciimente de la glandula

cuando la concentracion leucocitaria supera el valor de 108 células/mt.

Un importante componente en la defensa de las superficies epiteliales es la
aglutinacién  bacteriana por anticuerpos especificos. la cual previene la
colonizacion de los epitelios, facilitdndose de este modo la eliminacion de los
microorganismos.  Esto es importante en maslitis donde la posibilidad de

eliminacion bacteriana durante los ordefios es grande (35).

La concentracion de inmunogiobulinas en la leche normal es baja (1 mg/mi); sin
embargo, cuando se altera la permeabilidad vascular por el proceso inflamatorio o
en las secreciones calostrales, la concentracion puede alcanzar tasas mas
elevadas (80 mg/mil). Entre los diferentes isotipos {IgG,. 19G2, 1gM e 1gA), la 1gG,
es la que juega un papel primordial, siendo transferida selectivamente desde la
sangre. la 1gGz va intimamente ligada a los neutrdfilos transferidos duranie la
inflamacion. Los ofros isotipos son sintetizados localmente por las celulas

plasmaticas. De ellas la IgA no opsoniza las bacterias, pero previeng la
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adherencia de las mismas al epitelio secretor. neutraliza las toxinas y aglutina las

bacterias (8).

4.3 FACTORES Y MECANISMOS DE VIRULENCIA DE Staphylococcus spp

Se ha demostrado muchas veces que los cultivos in vitro no permiten que los
Staphylococcus  expresen sus caracteres de virulencia del mismo modc que
cuando actuan in vivo, siendo en estas Ullimas condiciones, mas patogenos al
elaborar componentes especialmente de superficie que in vitro no se consiguen.
En estudios realizados por la presencia de envoltura mucoide se ha determinado
como uno de los factores comunes en todas tas cepas de SCN. Existe
controversia en cuanto al papel en la virulencia que parece desempenar esta
envoltura tanto en la colonizacion de tejidos y superficies ineries como en
catéteres y protesis quirdrgicas: al igual que en su efecto antifagocitario al
prevenir la opsonizacion, y disminuir el quimiotactismo de los polimorfonucieares.

Ademas, se ha determinado que la presencia de esta envoltura inhibe el contacto

con los antibioticos.

La persistencia de los SCN puede estar relacionada a la capacidad de los
microorganismos a producir una sustancia extracelular o envoltura mucoide
conocida como “slime”, y a replicarse como colonias con una matriz protectora en
superficies artificiales. La envoltura extracelular de ios SCN es una sustancia
compuesta por 40% de carbohidratas y 27% de proteina. Esta sustancia tiene un
efecto adverso en la defensa del huésped ya que la quimiotaxis y la respuesia
oxidativa de los fagocitos son inhibidas. Esta envoliura mucoide es un compuesto

que puede reconocerse con facilidad por su afinidad a ciertos colorantes.

Se ha llegado a pensar que la adherencia es un fenomeno de caracter
especifico, algunos de estos microorganismos han sido capaces de adherirse

también a materiales inertes (28).
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Se ha observado que S. aureus esta adherido al epitelio mamario de animales
infectados experimentalmente y a células epiteliales de la glandula de animales

infectados de forma natural {34).

Aungue hasta el momento no se ha podido evidenciar la existencia de
receptores especificos en las células epiteliales. si se han identificado dos
proteinas de la pared bacteriana de S. aureus que acttan como adhesinas. Una
de ellas con un peso molecular de 116 Kda, se une a células epiteliales y es
reconocida por anticuerpos especificos hacia la proteina de union a fibronectina de
S. aureus (cepa Newman). La otra proteina es de peso molecutar 145 Kda. no
reacciona con dichos anticuerpos y ademas es capaz de unirse a células
epiteliales, a membranas de giébulos grasos y a eritrocitos, en este caso
produciendo hemaglutinacion. Esta union se inhibe al tratar previamente las
células 0 membranas con agentes degradantes de carbohidratos, por lo que se
piensa que su receptor tiene un componente de esta naturaleza {38). Asi mismo,
algunas cepas de S, aureus, Staphylococcus coagulasa negativoes y de
Streptococcus poseen receptores especificos para determinadas proteinas que se
encuentran en la membrana basal como son la fibronectina, la laminina, el

colageno y la vitronectina.

Los SCN son capaces de sintetizar mas de diez proteinas extracelulares como
posibles factores de virulencia, pudiendo desempefar una accion especifica o
inespecifica sobre el hospedador, entre estos se encuentran: La produccién de
“slime” adherencia sobre superficies inertes, factor de aglutinacion, proteina A.
hemolisis, dermotoxina, lisozima. hialuronidasa, fibrinolisina, DNAsa, fosfatasa,

ureasa, gelatinasa, caseinasa, lipasa (27, 39, 40, 41).
5 DIAGNOSTICO DE MASTITIS

Para detectar la presencia de la mastitis en las vacas individuales o en el hato,
pueden hacerse varias pruebas ya sea a nivel de laboratorio o de establo. Se

puede realizar un examen fisico en ta vaca, después del ordefio, la prueba de
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pafio negro, en la que se utilizan los primeros chorros de leche usando una taza

especial de prueba.

En el diagnostico de mastitis es conveniente referirse a las celulas somaticas,
las que son definidas como lecucocitos, junto con un menor numero de células
epiteliales del tegjido glandular. La proporcion de lecucocitos y células epiteliales
varia de acuerdo al tipo de infeccion, pero como regla [os lecucocitos constituyen
el 98 al 99% del total. Los leucocitos se encuentran presentes en grandes

cantidades en respuesta a una herida o a una infeccion {42).

5.1 METODO DIRECTO: DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO

La siembra de un indculo mimmo (20 ul) y estandarizado permite la
cuaniificacién de la excrecion bacteriana y asegura el aistamiento del agente
patbgeno, siempre que su tasa de eliminacion sea superior a 250 bacterias/ml (5
colonias idénticas). Para determinados microorganismos como S. aureus y
Streptococcus  agalactiae, se ha sugerido valorar la presencia de una unica
colonia, 10 que supohe aumentar la sensibilidad de ia técnica de aislamiento a 50
bacterias/ml. Por otra parte, inoculos superiores a 100 pl incrementarian su
sensibilidad, aunque con el peligro de proporcionar falsos positivos por
microorganismos contaminantes.

Para los SCN, se puede emplear la morfologia colonial propia de cada especie,
como criterto de identificacion en cultivos recientes. Las colonias de S.
epidermidis, son de pequefio tamano observandose habitualmente una ligera fi-
hemolisis, mientras que las colonias aisladas. son mas grandes, brillantes, lisas y
en ellas no se aprecia la hemdlisis con facilidad. S. simulans no tiene unos rasgos
muy tipicos, farma colonias blancas, lisas, con un tamanoc algo superior a la
mayoria de los SCN. En las cepas de S. chromogenes, el principal atributo es la
pigmentacién, que va desde amarillo palido hasta el amarillo anaranjado. Las
colonias de S. xyfosus tienen morfologia variable. pueden ser blanquecinas o

amarillentas, lisas u onduladas, circulares o estrelladas, de tamano también
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variable, siendo los cultivos normalmente poco densos. En general |as cepas de
SCN muestran un tamano colonial menor que las de S. avreus Su (dentificacion
resulta bastante mas laboriosa, siendo necesarto para eilc combinar vanas
pruebas de laboratorio. En ocasiones es necesario recurrir a algunos
micrométodos comerciales que proporcionan resultados satisfactorios. Estos
sistemas han mejorado su rendimiento, ampliando considerablemente sus bases
de datos, sobre todo a partir de cepas de origen animal (18).

La diferenciacion del género Staphylococcus con el Micrococcus se realiza por
la capacidad fermentativa de los Staphylococcus a diferencia del otro género que
es oxidativo. La deteccion de coagulasa es importante en la rutina de identificacion
de Staphylococcus; esta prueba debe realizarse bajo condiciones estandarizadas.
La prueba en tubo es la recomendada por el Subcomité de Taxonomia de
Staphylococcus 'y Micrococcus, La prueba en tubo es recomendada para la
deteccién de coagulasa libre y otra prueba usada es la de poria objetos que
detecta la coagulasa unida a la pared cetular, esta ditima es una prueba tamiz y la
prueba confirmatoria es la de tubo. El plasma de diversas especies puede ser
usado para la prueba, pero el plasma de conejo es el mas recomendado para
cepas de origen humano y de animales. El ptasma obtenido con EDTA es superior

a los plasmas citratados.

La identificacion de ias diferentes especies de Staphylococcus se realiza con
base a las caracteristicas fenotipicas. incluyendo composicién de pared celular,
morfologia de colonias, actividad de varias enzimas, produccion de acido a partir

de varias carbohidratos, resistencia a ciertos antibidticos (43).

Dentro de los Staphylococcus se pueden considerar dos grandes grupos en
funcién de la enzima coagulasa: Las especies coagulasa positivas (SCP) y
negativas (SCN). En el caso de las SCP, ayudan ala identificacion su morfologia
colonial caracteristica, la produccion de pigmentos blanquecinos o amarillentos y
la presentacion de R-hemolisis. La deteccion de proteina A, componente de la

pared celular bacteriana, que posee afinidad especifica hacia la fraccidn Fc de las
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IgG presente en el 95% de las cepas de S. aureus, junto conla determinacion de
la presencia de coagulasa ligada, tambien conocida como factor de agregacion,
mediante pruebas de aglutinacion en portaobjetos, empienado particulas de latex
sensibilizados con plasma humano (fibrinogenc e 1gG) permite la identificacion

rapida de los SCP.

5.2 DIAGNOSTICO INDIRECTO: CONTEQ DE CELULAS SOMATICAS

Una prueba de diagndstico muy utilizada es ei estudio de la concentracion de
células somaticas en leche. la que se fundamenta en el hecho de que la
concentracién de células en la leche se eleva marcadamente al comienzo de la
enfermedad particularmente en la fase inflamatoria, debido al paso de leucocitos
de la sangre a la glandula mamaria y liega a alcanzar varios millones por mililitro

de leche (44).

El conteo de células somalicas en la leche es amphiamente utilizado para
identificar aguellas vacas que pueden estar infectadas y para estimar el grado de
mastitis en un hato. La leche de vacas normales o sin infecciones generaimente
tienen cuentas de célutas somaticas en ef rango de 50,000 a 200,000 cel/ml.
Cuando estas cuentas exceden las 200,000 cel/mi tas probabilidades de infeccion

son mayores (42, 45).

Los valores de conteo celular somatico presentan gran variacion, lo que hace
necesario tener cautela para juzgar como enferma o sana una vaca. El conteo
celutar individual esta influido por el manejo y el estado fisiolégico, asi como por €l
tipo de microorganismo que produce la infeccion, pudiendo incluso observarse

variaciones en los niveles normales de célutas somatcas entre vacas no
infectadas.
Es necesario tener en cuenta que hay muchos tipos de celulas que estan

involucrados en la cuenta de células somdticas. Los macrofagos tienen un papel

fisiologico en la eliminacion de detritus, celulas y materias extranas en |a glandula
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mamaria, por 1o que su presencia puede considerarse como normal. Cuando hay
una infeccion en 1a ubre, se produce como consecuencia de ello un incremento de
los leucocitos polimorfonucleares neutrofilos (PMN) fagociticos, que migran desde
la sangre durante la fase inflamatoria, incrementando con ello la cuenta celular

somatica, otras células implicadas son las epiteliales degeneradas.

Para la determinacién del nimero de células somaticas. entre [os metodos

indirectos destacan;

- Prueba de California (CMT), basada en la aglutinacion del material nucléico de
las células presentes en la leche. Debido a su facil aplicacion en pruebas de

campo, se halla ampliamente difundida entre los ganaderos.

- Prueba de Wisconsin, que es una prueba cuantitativa y da rangos de cuenias
celulares, sigue el mismo principio de la prueba de California. Es una técnica

gue puede aplicarse tanto en campo como en laboratorio {42).

- El uso de contadores electronicos y computarizados de células hace posible la

cuenta de células somaticas en leche.

- Otro método para detectar la mastitis es la conductividad eléctrica, pero tiene
una aplicacion muy limitada en los hatos. Este método consiste en detectar
diferentes niveles de concentracion de sal que ocurre entre las glandulas
mamarias infectadas y las sanas de la misma vaca. La presencia de bactenas
infecciosas aumentan el sodio y cloro en la leche mientras disminuyen los

iones de calcio y lactosa.

6 CONTROL DE MASTITIS

El control de la mastitis comprende dos grandes areas: profilaxis sanitaria y
tratamiento, esto consiste en la eliminacion de animaies con lesiones cronicas,
desinfeccion post-ordefio, tratamiento con antibidtico al final de la lactacion  y

tralamiento eficaz de 1a mastitis clinica.

Profilaxis sanitaria durante el ordefio: es aconsejable realizar un lavado de

pezones con antisépticos que tengan eficacia para controlar los microorganismos

us
)
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ambientales, alternando los productos mensualmenie. Se puede realizar la
inmersién del pezon o preferentemente por pulverizacién. siempre que se tenga la
precaucién de que el aerosol tenga contacto con la extremidad del pezén, esla
medida es basica en los hatos de alta prevalencia. ya que limita eficazmente la
transmision de infecciones por patogenos ligados a los animales infectados;
ademas de estas medidas profilacticas es aconsejable la estimulacion de los
mecanismos inmunitarios. esto se logra a traves de la vacunacion y en menor
medida de otras estrategias (insercion de un dispositivo intramamaric DIM),

diferentes sustancias como selenio. vitamina E, levamisol.

El tratamiento al finalizar la lactacion de la vaca con quimioterapedticos tiene
como fin 1a curacién de la mastitis aparecida durante la lactacion {en especial las
de tipo subclinico), asi como la proteccion de la glandula mamaria durante las
primeras semanas del periodo seco. Este tipo de tratamiento ha dado buenos
resultados con los SCN, una eficacia del 100% para ellos y de un 75% para S.

aureus (46, 47).

En el control de las mastitis deben considerarse también medidas generates de
higiene y manejo: el mantenimiento de una higiene razonable en torno de ios
animales, sobre todo de las camas en la época de partos, puede contribuir a
evitar casos clinicos, Se debe evitar el sobreordefio y la retirada de pezones se

efectuara cortando previamente el vacio

Limpieza y desinfeccion de la instalacion de orderic. Se efectuard con un
sistema y productos de fimpieza y desinfeccion adecuados.

Se recomiendan los diagnosticos periddicos mediante pruebas como las de
California o de Wisconsin.

La relacion 6ptima vaca-maquina de ordeno s aquella en |a que se consigue:
un vaciado lo mas completo de la ubre, una minima incidencia de la caida de

pezoneras y 1a no alteracion del estado sanitario de la ubre.

()
el
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7 MASTITIS POR Staphylococcus COAGULASA NEGATIVOS EN MEXICO

En los estudios realizados de frecuencia de mastitis en México. se ha observado
que los SCN han incrementado su incidencia. Sin embargo, exislen pocos
estudios directamente relacionados a los SCN. En uno realizado con 150 muestras
de leche bovina, con cuentas celulares de mas de 2,500 X 10° Cellml, de vacas de
los estados de México e Hidalgo, se aislaron 49 cepas de Staphylococcus spp, de
las cuales 25 fueron Staphylococcus aureus y el resto coagulasa negativos. A la
prueba de susceptibilidad a los antibidticos los SCN y Staphylococcus aureus

mostraron resistencia a la estreptomicina, penicilina, ampicilina y kanamicina (48).
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HIPOTESIS

1-

Existen diferentes especies de SCN capaces de producir mastitis en vacas
lecheras

Existen factores, tanto de manejo en los establos, como de caracteristicas de
las vacas, que influyen en la presencia de mastitis ocasionada por SCN en
hatos lecheros.

Los aislamientos de SCN muestran diferentes grados de adherencia a celulas
epiteliales ductulares de glandula mamaria in vitro.

Los aislamientos de SCN tienen capacidad de adherirse a superficies plasticas
y esta capacidad es un indice indirecto de adherencia a células epiteliales

ductulares de glandula mamaria in vitro.

o
i
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OBJETIVOS

1.- Determinar la frecuencia de mastitis clinica y subclinica, causada por SCN en

diez establos lecheros localizados en los Edos. de Hidalgo y México.

2.- Determinar las especies de SCN aislados de leche de vacas de estos establos.
3.. Identificar los factores de riesgo involucrados en tas mastitis causadas por
SCN. enfocados a manejo del ordefio, nimero de parto, dias en leche vy
produccién de leche.

4 - Conocer el grado de adherencia de los diferentes arslamientos de SCN a

células epiteliales ductulares de glandula mamaria bovina.

5.- Determinar si existe adherencia de los SCN a material plastico.
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MATERIAL Y METODOS

MARCO MUESTRAL

Estuvo constituido por los registros de diez explotaciones ubicadas en los
Estados de Hidalgo, (Tizayuca, Atitalaquia, Pachuca y Actopan) y de Meéxico
(Chalco, Texcoco, Tequixguiac y Zumpango), de donde se obtuvo el {otal de vacas

en produccian,
POBLACION DE ESTUDIO

Vacas Holstein en produccion provenientes de establos con diferentes rutinas de
manejo calificados de 6 al 10 de acuerdo con: higiene en la sala de orderio, estado
del equipo de ordefo, lipo de camas, aplicacion de programa de control de
mastitis, sobreordefio, entrada de vacio y resbalado de pezoneras; estratificados
de acuerdo con el nimero de vacas en produccion (1 < 200 vacas, 2: 200-400, 3
> 400); ubicados en Hidalgo y Estado de México. l.os propietarios mostraron

buena voluntad y dieron facilidades para llevar a cabo el trabajo.

METODOLOGIA

Un mes antes del inicio del estudio en cada establo se realizé un muestreo
general por medio de la prueba de Wisconsin modificada, para conocer ia
prevalencia de mastitis y consideraria al calcular el tamafo de la muestra. Para
abtener la informacion epidemiolégica de cada rancho. un meédico veterinario

aplict el cuestionario mostrado en el anexo 1.

Se incluyeron vacas sanas y con mastitis, independientemente del numerc de

parto, etapa de lactacion y produccion.

La unidadad de muestreo lo constituyd una vaca. a la que se tomd una muestra

de leche de cada glandula mamaria. Asi mismo |la unidad de analisis fue una vaca.

Se realizaron tres muestreos por conveniencia en los diez establos de estudio
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1.- San Epigmenio, localizado en Zumpango, Méx.. con 570 vacas en produccion,
y 8% de mastitis subclinica.

2.- Granja Ray, localizado en Zumpango, Mex.. con 300 vacas en produccién y
19% de mastitis subclinica

3.- San Sebaslian, localizado en Teauixquiac, Mex.. con 800 vacas en produccion
y 11% de mastitis subclinica.

4.- Establo 148, localizado en Tizayuca, Hgo., con 160 vacas en produccién y 9%
de mastitis subclinica.

5.- El Qlimpo, localizado en Atitalaquia, Hgo.. con 300 vacas en produccion y 12%
de mastitis subclinica.

6.- Establo México, localizado en Texcoco, Mex., con 360 vacas en produccion y
19% de mastitis subclinica.

7.- El Cupido, localizado en Chalco, Mex.. con 480 vacas en produccion y 16% de
mastitis subclinica.

8.- Sta. Clara, localizado en Pachuca. Hgo.. con 360 vacas en produccion y 20%
de mastitis subclinica.

9.- La Quinta, localizado en Actopan, Hgo.. con 800 vacas en produccion y 9% de
mastitis subclinica.

10.- Establo 147, localizade en Tizayuca, Hgo., con 150 vacas en produccion y

20% de mastitis subclinica.

DISENO EXPERIMENTAL
De acuerdoe a la clasificacion de Méndez y Col . este estudio es observacional,
longitudinal, comparativo.

Se realizo un muestreo estratificado y sistematico (48). Los estratos se

clasificaron con base en el nimero de animales de cada hato: estralo 1)
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clasificado con <200 vacas, estrato 2) entre 200-400 vacas, estrato 3) > 400
vacas. El muestreo dentro del establo fue sistematico con arranque al azar, esto
es, se selecciond cada X nimero de animales dependiendo del tamano del hato.

Asi todos los animales de ia poblacidn de estudio tuvieron la misma probabilidad

de participar.

Para calcular el tamafo de muestra y la asignacion de ‘n” a cada rancho se

usaron las siguientes ecuaciones.

(ENpa)
n= D=

. L

i=1

B

Donde:

N, es el tamanfo de la poblacion de cada uno de los estrates 1= 1,23,
p es |a prevalencia de mastitis en el i-esimo estrato {(Prevalencia de mastitis en

el estrato 10%, estrato 2 prevalencia de 18%, estrato 3 prevalencia de 13%)
3,-0-p)

B es el error de estimacion fijado en 3%

Asignacion proporcional:

n="n N i=123 Donde
! N
n; es el tamafo de muestra asignado al i-ésimo hato.
n es el tamafo de muestra obtenido con la ecuacion anterior.
N, es el tamano de la poblacion del i-ésimo estrato.

N total de la poblacion

El nivel de confianza utilizado fue del 95%.
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El numero de muestras calculadas se encuentra en el cuadro 1

Cuadro 1. Namero de muestras de cada establo segun la n calculada

Estrato Establo N determinada | Total de los tres |Prevalencia | N
por asignaciéon | muestreos de mastitis Vacas
proporcional (%) en

produc
cion

1 Tizayuca 148 12 |26 19 160

Tizayuca 147 13 34 20 150

Total del 25 60

estrato

2 Olimpo 5430 A a2 300

Sta. Clara |35 w4 1200 1360 |
Establo México 35 103 19 360
Granja Ray 30 a0 118 300

Total del 130 398

estrato N ]

3 Cuinta 69 181 9 800

San Sebastian 65 B 190 11 800
Cupido 41 121 16 480
San Epigmenio 49 157 B 570

Total del 228 649

estrato

TOTAL 383 1107 4280

Estrato 1 (hatos con < 200 vacas en produccion), estrato 2 (hatos con 200-400
vacas), estrate 3 (>400 vacas)

DESCRIPCION DE LA POBLACION DE ESTUDIO

Se realizaron tres muestreos en cada rancho (ver anexo 2}, el muestreo de los
animales se realizd con base en el tamano determinado de muestra, pero en
algunos casos debido al manejo de cada establo, se eliminaron algunos animales
debido a que no se contaban con los datos completos para el estudio
epidemioldgico, por lo gue el numero final de muestras tomadas fue: en el caso del

estrato 1, 60 muestras, estrato 2 se estudiaron 398 y finalmente en el estrato 3 el

Hb
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tamafio fue de 649 siendo el total de la poblacion estudiada 1,107 vacas (Cuadro

1),

ELABORACION Y APLICACION DEL CUESTIONARIO SOBRE MANEJO

Se elabord un cuestionario para recabar la informacion epidemioldgica requerida

para identicar las variables asociadas a la presencia de mastitis y al aislamiento de
SCN (anexc 1).
£n el desarrolio del cuestionario se plantearon los objetivos para establecer las

variables de interés del estudio, y se definié el personal a gquien estaria dirigido;

con el propésito de conseguir un claro ptanteamienic de las preguntas.
Este cuestionario contenia preguntas cerradas y abiertas sobre las diferentes

variables que permitieran identificar o esbozar las posibles asociaciones con la

existencia o no de mastitis, y con el aislamientc de Staphylococcus coagulasa
negativos.

Este cuestionario permitié ademas recabar la informacion scbre los posibles
factores de riesgo, incluyéndose las variables relacionadas con el manejo
durante el ordefio (anexo 1).

El cuestionario fue aplicado siempre en entrevista por la misma persona al
médico veterinario encargado del control de mastitis del establo, al momento de
tomar las muestras de leche.

Se consideré necesario tener un sistema subjetivo de evaluacion para tomarlo
como base de relacion con los resultados de este trabajo, los criterios y las

calificaciones se explican a continuacian.
Se dio una calificacion del 6 al 10 segun los siguientes criterios:

Calificacion 10. Establos con buena higiene en la sala de ordefio. Uso de toailas
de papel o jerga unica para secar las glandutas mamarias. Ubres limpias y sin

pelo. Equipo de orderio en buen estado. No hay sobreordeno. Existe cambio de

+1
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pezoneras segun las necesidades. Ausencia de entradas de vacio en las
pezoneras y sin resbalado de ellas durante la ordefia. uso de antisepticos. Camas
secas y de arena o tierra. Programa de control de maslitis bien aplicado en el

establo.

Calificacién 9. Buena higiene en sala de ordeno. Ubres parcialmente limpias y sin
pelo. Equipo de ordefio en estado regular. No hay sobreordefio. Existe cambio de
pezoneras segun las necesidades. Existen entradas de vacio y resbalado de
algunas pezoneras. Uso de antisepticos. Camas de bagazo de cafa y tierra,

secas. Programa de control de mastitis bien aplicado.

Calificacion 8. Higiene regular en sala de ordeno. Ubres mojadas y con pelo.
Usan una jerga unica para todos los animales. Equipo de ordefio en estado
regular. Hay sobreordefio. Cambio no frecuente de pezoneras. Existen entradas
de vacio y resbalado frecuente de pezoneras. Usc de seltadores. Camas de
esliércol seco o lierra pero un poca humedas. Programa de control de mastihis

regularmente aplicado en el estabio.

Calificacion 7. Higiene mala en sala de ordeno. Ubres mojadas y con pelo. Uso de
una jerga Unica para todos los animales, pero sin lavado frecuente en
desinfectante. Equipo de ordefio en estado regular. Hay sobreardefio, Cambio no
frecuente de pezoneras. Existen entradas de vacio y resbalado de pezoneras. Uso
de selladores. Camas de estiércol seco o tierra humedas Programa de control de

mastitis mal llevado en el establo,

Calificacion 6 Higiene mala en sala de ordefio. Ubres mojadas. No secan. Equipo
de ordefio en mal estado. Se observo sobreordefio. No hay mantenimiento en
pezoneras, entradas de vacio y resbalado de pezoneras. Uso de selladores.
Camas de estiércol seco o tierra humedas. Programa de control de mastitis no

aplicado en su totalidad en el establo.
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PRUEBA MODIFICADA DE WISCONSIN

Se tomaron asépticamente muestras de leche de los cuatro cuartos en un solo
frasco. La determinacion de mastitis subclinica fue mediante la prueba
modificada de Wisconsin, para la cual:

a) Se colocaron 3 ml de leche en los tubos especiales para esta prueba, se
agregaron 3 ml de reactivo (usando el reactivo de California, diluido 1:1 con agua
destilada, se taparon los tubos y posteriormente se movio la gradilla durante 10
seq, casi hasta la posicion horizontat.

b) Se dejaron reposar los tubos durante 15 seg.

c) Se invirtid la gradilla en posicion vertical y se dejo que saliera la mezcla
durante 15 seqg.

d) Se regreso la gradilla a la posicion normal
e) Se realizo la lectura de los mililitros sobrantes y se interpretd de acuerdo a la

siguiente tabla:

Mililitros Células (X 1000)/m!
c - 10 0 - 100
1.1 15 101 - 500
16 - 20 501 - 1000
21 - 25 1001 - 1700
26 - 30 1701 - 2500
> 3.0 > 2500

ANALIS!S BACTERIOLOGICO DE LECHE

De cada animal seleccionado se tomaron muestras de los cuatro cuartos en
condiciones de asepsia, los pezones se desinfectaron con etanol al 70% y se
eliminaron los primeros chorros de leche. Las muestras fueron transportadas en
refrigeracion hasta el laboratorio de bacteriologia del CENID- Microbiologia del
Instituto Nacional de Investigaciones Forestales y Agropecuarias SAGAR, en

donde se realizaron los estudios correspondientes.
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IDENTIFICACION DE Staphylococcus COAGULASA NEGATIVOS

Las muestras se sembraron en placas de agar sangre y se incubaron de 24 a 48
h a una temperatura de 37 C. A las colonias desarrolladas se les realizo tincion de

Gram, para observar su morfologia y pureza. Tambiéen fue observado el tipo de

hemdlisis que producian en gelosa sangre.

Se hizo una identificacion preliminar por medic de [a prueba de catalasa,
utilizando unas gotas de peroxido de hidrogeno al 3% directamente sobre una

colonia en un portacbjetos y asi poder observar la formacién de las burbujas

indicadoras de la reaccidn.

Para diferenciar del género Micrococcus se realizé la  prueba de
oxidacion/fermentacion, ya que el género Staphylococcus produce fermentacion y

el Micrococcus oxidacién.

Prueba de coagulasa. De un cultivo de 24 h en agar sangre se tomé una colonia
y se suspendid en plasma de conejo, diluido 1:5 en solucion salina fisiologica y se
incubG a 37 -C. Se examind después de 1, 2, 4, B y 24 h para observar la

formacion del coagulo. En cada prueba se incluyeron un testigo positivo de S.

aureus y un testigo negativo.

La caracterizacion final de los aislamientos hasta género y especie. se logro
mediante la deteccidon de sistemas enzimaticos, utilizando un microsistema de
identificacion Uniscept 20 GP (Analytab products). Para la identificacion de los
Staphylococcus con este microsistema, se utilizo un cultivo de 18- 24 h de los
diferentes aislamientos a identificar. Las colonias fueron suspendidas en solucion
salina fisiolagica. Esta suspension fue estandarizada al equivalente del tubo 0.5 de
McFarland; a partir de éste se hizo una dilucion 1/100 en solucidon salina. Este
indculo se uso dentro de 15 min después de su preparacion. Se colocaran 100 pf
del indculo en cada microtubo de el Uniscept 20 GP y se cubri6 la placa con
plastico (para evitar la evaporacion). Se hizo la tectura de las pruebas que

contenia el sistema: fosfatasa, urea, p-glucosidasa, [-glucoronidasa, [-
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galactosidasa, arilimidasa, hidrdlisis de arginina. esculina-bilis y diferentes
carbohidratos como: manosa, manilol, trehalosa, salicin, arabinosa, sorbosa,

rafinosa, sorbito! y glicerol.

La identificacién se realizd segun las tablas numéricas del sistema. En los casos
que no se podia identificar por este procedimiento, se usaron las tablas de

identificacion del Manual Bergey {19).

PRUEBA DE ADHERENCIA A CELULAS EPITELIALES DE GLANDULA
MAMARIA BOVINA.

Obtencién de células epiteliales:

Se obtuvo la glandula mamana de bovinos sacrificados en el rastro de
Tlalnepantla, inmediatamente al sacrificio. Se  escogieron glandulas en buen
estado y se transportaron en refrigeracién hasta el laboratorio donde fueron
lavadas con agua para quitar suciedad del pelo y de la piel. Posteriormente se
empezd a cortar a partir del seno del pezon hasta llegar al pezon.  se lavo varias
veces con solucién amortiguadora de fosfatos (PBS) pH 7.4 0.01M. Para la
obtencién de las células epiteliales se realizd un raspado del tejido epitelial
empezando desde el seno lactifero hacia el canal de la glandula mamaria. Las
células obtenidas se resuspendieron en 10 ml de PBS pH 7.4. Esta suspensién fue
lavada tres veces, centrifugando a 2,500 rpm durante 10 min a 4 C. El paquete
de células fue resuspendido con 3 ml del medio RPMI. Posteriormente se realizd

un conteo de células en camara de Neubauer para ajustartas a una concentracion

de 1 x10%.

Staphylococcus coagulasa negativos:
Los SCN fueron sembrados en base de agar sangre durante 18a 24 ha 37 C. A
partir de este cultivo se realizo una suspension bacteriana en PBS pH 7.4 y se

estandarizaron con el tubo 0.5 del nefelémetro de McFarland el cual corresponde

a una concentracion de 5 X 10° UFC.
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Prueba de adherencia:

A 1 ml de las células ya ajustadas en medio RPMI, se te adicionaron 20 ntdela
suspension bacteriana ajustada, se incubaron durante 60 mn a 37 C vy
posteriormente se lavaron 3 veces con PBS. centrifugando a 2700 rpm durante 10
min. A partir del paguete celular se tomaron 20 pl que fueron depositados en
portaobjetos nuevos y debidamente identificados. Una vez secos se les realizo 1a
tincion de Gram y se observaron al microscopio para poder hacer el contec de
células y de bacterias adheridas a las células epileliales. A cada aislamiento de
SCN se le realizo la prueba de adherencia por triplicado Examinando 50 células
por observacion con el ebjetivo 100X para determinar el porcentaje de celulas que

presentaban bacterias adheridas, asi como el numero de bacterias adheridas por

celula.

PRUEBA DE ADHERENCIA A MATERIAL PLASTICO

Se realizo segun el método de Christensen (29 ), para 1o cual se cultivaron tas
cepas de Staphylococcus en tubos de plastico gque contenian caldo infusion
cerebro corazon, se incubaron 18 h a 37 C. posteriormente se elimind el contenido
de los tubos y se adiciond una solucion de safranina al 0.5%. la cual se dejo en
contacto 30 min. Se elimind el colorante y se lavé con agua destilada La
observaciéon de una pelicula roja adhenda a la pared interna del tubo vacio se

interpreté como positiva. En un resultado negativo el tubo permanece sin

coloracién.

ANALISIS ESTADISTICO
DESCRIPCION DE LAS VARIABLES DE ESTUDIO (ver anexos 1y 2)

Variables de respuesta
Los animales positivos a la prueba de Wisconsin medificada y al aislamiento de

Staphylococcus coaguiasa negativos.

40




Mastitis por Staphylococcus coagulasa neqgativos.

Variables de control (posibles modificadores de efectos, ya sean de
interaccion y/o de confusion)

Tamane del hato en numero de animales

QOrdedio

Tipo de ordefio que se realiza en el rancho

Existencia del programa de control de mastitis

Dias en leche

ANALISIS UNIVARIADO
Los datos se analizaron de la siguiente manera:
1. Presencia de mastitis subclinica
2. Presencia de Staphylococcus coagulasa negativos
3. Mastitis sublcinica y clinica producida por  Staphylococcus coagulasa
negativos.
El analisis se realizd a cada una de las variables de estudio por medio de

frecuencia simple que permitié conocer la naturaleza y distribucion de las variables

en |la poblacion estudiada.

ANALISIS BIVARIADO

La cuantificacion de la asociacion se realizé con una razén de momios (RM)
para cada una de las variables de estudio que mostraron asaciacion
estadisticamente significativa en fas tablas de frecuencia. La RM fue interpretada
como factar de riesgo cuando presentd un valor mayoer de uno. Cuando ta RM es

igual © menor a uno indica que no hay asaciacion.

CREACION DE LA BASE DE DATOS Y CAPTURA DE LA INFORMACION
Para crear la base de datos de los resultados de adherencia a células epiteliales

de glandula mamaria se ulilizo el programa de computadora Lotus 123 V24, una
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vez capturada la informacién se efectud el analisis con el paguete estadistico SAS
{Statistical Analysis System) para PC.

Para crear la base de datos del estudio epidemiologico se utilizo el programa de
computadora Excel. La estructura de la base de datos de mastitis por
Staphyiococcus coagulasa negativos consto de 16 variables {anexo 2). Se
capturd la informacion de 1107 observaciones. Una vez capturada toda la
informacion, se transformé la base de datos a formato DBF con este se efectud el

andlisis estadistico (Anexo 2) usando el programa STATA (Statistics/Data

Analysis) V2.1 DOS.
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RESULTADOS
Prevalencia de mastitis clinica y subclinica: Factores ambientales

y de individuo que intervienen en su presentacion.

Del total de 1107 vacas que constituyeron el estudio, 37.76% (n=418) se
clasificaron como sanas bajo los criterios de la prueba de Wisconsin modificada,
1.99% {n=22) se clasificaron como afectadas por mastitits clinica, en tanto 60.25%
(n=667) estaban afectadas por mastitis subclinica {Cuadro 2). En el Cuadro 3 se

observan los porcentajes de mastitis por establo.

De acuerdo a los estratos de poblacion en que se ubicaban las explotaciones, el
estrato uno, con poblacién de menos de 200 animales, la prevalencia de mastitis
subciinica fue del 73.3% (44/60) El estrato dos, con 200 a 400 animales. fue del
58.7% (234/298). El estrato 3, con mas de 400 vacas, la prevalencia fue del
63.3% (411/649) (Cuadro 4). No hubo diferencias estadisticamente significativas

entre Jos grupos por medio de la prueba 22 (p=0.0645).

En cuanto al sistema subjetivo de evaluacion creado en este estudio para
calificar la higiene y el manejo de los establos para relacionarlo con la prevalencia
de mastitis subclinica, se encontré que ta prevalencia de mastitis varid det 49 al
90% y no carrespondié con las calificaciones otorgadas. Llamo la atencion que la
mayor prevalencia encontrada se observo en establos calificados con 8, cuando lo
esperado era que apareciese en los establos con menor calificacién. Si
quitdsemos los establos de esta calificacion si habria correlacion de menor
prevalencia de mastitis con mejor higiene y manejo.  Se observaron diferencias

estadisticamente significativas entre los establos con diferente higiene y manejo

%2(p=0.00} (Cuadro 5).
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La prevalencia de mastitis subclinica en cada explotacion, en relacion con las
calificaciones asignadas respecto al indice de higiene y manejo variaron en el

intervalo de 41.7 a 91.7% (Cuadro 8).

Considerando el nivel de produccién de leche en relacién a prevalencia de
mastitis subclinicas, las vacas con 1-15 litros presentaron el 74.71% (127/170) de
mastitis, las de 16/30 litros un 62 04% (340/358), las de 31 a 45 litros un 57.68%
(214/371), y las de produccion mayor a 46 litros tuvieron una prevalencia de
mastitis del 44.4% (8/18). Se observd mayor prevalencia de mastitis asociada a

menor nivel de produccidn lactea (cuadro 7).

El Cuadro 8 presenta los resultados de |a relacion de presentacion de mastitis y
el nimero de dias en leche. Se observe una mayor prevalencia) conforme los dias

en produccion aumentaban.

En relacién al numero de parto que habian tenido las vacas y la prevalencia de
mastitis. Se observo mayor prevalencia conforme las vacas habian presentado

mayor cantidad de partos (Cuadro 9}).

Con respecto a la relacidon de higiene de la sala de ordefo con la prevalencia de
mastitis subclinica. Las explotaciones con mala higiene presentaron 67.1%
(1471219) de prevalencia. En el caso de las explotaciones con regular higiene fue

del 64.5% (195/302). Los establos con buena higiene mostraron 59.2% (347/586)
{Cuadro 10).

En cuanto a! buen o mal estado en que se tenian fas pezoneras. En las
explotaciones con malas condiciones la prevalencia de mastitis fue del 66.6%
(78/117), en tanto que donde estaban las pezoneras en buenas condiciones era

de B1.7% (611/990). No se observaron diferencias estadisticamente significativas

entre ambos grupos )12 {p=0.2963) (Cuadro 11).
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En cuanto a la presentacion de caida de pezoneras y prevalencia de mastitis, las
vacas de las explotaciones donde las pezoneras caian frecuentemente tuvieron
una prevalencia de mastitis del 58.1% (218/375), donde la caida era ocasional fue
del 91.7% (111/121), y donde no se observé gue caian fue del 58.9% {(360/611).

Se observaron diferencias estadisticamente significativas con la prueba de ¥? entre

los grupos (Cuadro 12).

Al revisar la presencia o no de sobreordefio, las explotaciones donde habia
mucho sobreordefio tenian una prevalencia de mastitis del 77.7% (244/314).
Donde habia regular presencia de sobreordeno era de 67.7%d {12411 83). en tanto
donde no se observaba sobreordefio fue del 52.6% {321/610) (Cuadro 13).

En relacién al estado de la cama, la prevalencia de mastitis en vacas manejadas
con camas humedas fue del 80.8% (181/224), en las de cama con regular
humedad fue del 60.6% (276/455) y en las de cama seca del 54.2% (232/428). Se

observaron diferencias estadisticamente  significativas  entre  los  grupos

+¥(p=0.023721) (Cuadro 14).

Las vacas de explotaciones donde se utilizaba cama de arena tuviercn una
prevalencia de mastitis del 41.7% (38/31), las que estaban en cama de bagazo de
cafia con una prevalencia de 91.7% (111/121), para las de lierra un 55.2%
(63/114) y las de explotaciones donde se usaba estiércol seco fue de 61%

(477/781). Se observaron diferencias estadisticamente significativas entre grupos

(p=0.0000) (Cuadro 15).
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DIAGNGSTICO BACTERIOLOGICO

En cuanto a los resultados del analisis bacteriolégico, de las 1,107 muestras
sembradas para bactericlogia, 533 (48%) fueron cultivo positivo, tuvieron
diferentes microorganismos camo levaduras, Streptococcus, Corynebacterium,
Enterococcus, Micrococcus, Escherichia coli, Nocardia, Pasteurella, Klebsiella y
Staphylococcus coagulasa positivos (SCP) y negativos (SCN). En el caso de los
SCP. S. intermedius se aislo en 79% (n=15) de mastitis subclinica y 21% de
vacas sanas. Los tres aistamientos de S. aureus fueron de casos de mastitis

clinica, lo que representa el 100%.

Otros microorganismos aislados por estrato

En el estrato uno los principales géneros bacterianos asilados en estos hatos
fueron Streptococcus y Corynebacterium; en este estrato 36 muestras fueron
negativas al cultivo representando el 60% de muestras.

En el estrato dos, para las muestras positivas al cultivo se encontro  24% de
Streptococcus y el 12% de Corynebacterium. Se aislé 2% de Staphylococcus
coagulasa negativa (SCP) aislandose solamente S. infermedius.

En el estrato tres se aislé 3% de Staphylococcus coagulasa positivos (SCP) y de
éstos el 84% fue S. intermedius y el resto S. aureus. Entre los géneros mas

frecuentemente aisladas se encontré 15% de Corynebacteriun y 9% de

Streptococcus spp.

Resultados con relacion al aislamiento de Staphylococcus coagulasa

negativos.

En el Cuadro 16 se muestran las especies de SCN aislados en cada establo. 5.
xylosus se aisl6 en cinco de los 10 establos. En dos de los establos no se aisld

SCN y en dos establos se encontrd un porcentaje refativamente alto (37%).
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Del total de 1107 muestras, solamente en el 48.1% (533/1107) se logrd
aisiamiento: de éstos unicamente el 22.1% (118/533) corrrespondieron  a
Staphylococcus coagulasa negativos (SCN).

Los aislamientos por especie de SCN fueron de S. xylosus 24.5% (29/118), S.
warneri 11.8% (14/118), S. saprophyticus  11% (13/118) y S. hominis 10.1%
(12/118). Los restantes S. haemolyticus, S. chromogenes, S. simulans, S.

epidermidis, S. kioosi y S. cohnii se aislaron en menos del 10% de las muestras

{Cuadro 17).

En cuanto al aislamiento de SCN en vacas con o sin mastitis, S. aureus se aisld
en el 100% (2/2) de las vacas con mastitis climica, en el 20.2% (15/74) de las que
padecian mastitis subclinica y en el 28.5% (12/42) de las vacas aparentemente
sanas bajo la prueba de Wisconsin modificada. S. warneri se aisld en 9.4% (7/74)
de las muestras de vacas con mastitis subclinica y en el 16.6% (7/42) de las vacas
sanas, en tanto no se logrd aislarlo de vacas con mastitis subclinica y del 16.6%

(7/142) de vacas sanas; en este caso lampoco se logrd aislarlo de vacas con

mastitis clinica (Cuadro 18).

Al analizar la frecuencia de aislamientos de SCN de acuerdo a los estratos de
poblacion en que se clasificaron las explotaciones. en el estrato con menos de 200
vacas no se obtuvo ningun aislamiento, en el estrato con poblaciones de 201 a
400 vacas la frecuencia de aislamiento de SCN fue del 9.79% (39/398) y en ef de
poblaciones con mas de 400 vacas la frecuencia fue del 12.17% (79/649). Se

observaron diferencias estadisticamente significativas entre grupos (p=0.0109)

{Cuadro 18).

En lo que respecta a las especies de Staphylococcus coagulasa negativos
aislados por estrato, en el estrato uno no se lograron aislamientos; en el estrato
dos las mayores frecuencias correspondieron a S. xylosus 282%, S.

saprophyticus 17.9%, S. warneri 15.3% y S. epidermidis 10.2%. En el estrato tres,
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las mayores frecuencias fueron para S. xylosus 22.7%. S. hominis, S.

chromogenes y S. kloosi con 11.3% (Cuadre 20).

Con base en la calificacion otargada a los establos mediante las calificaciones
por higiene y manejo, del grupo calificado con 6 puntos, el 22.6% {12/53) de las
muestras positivas fueron aislamientos de SCN. Del grupo con calificacion de 7
puntos, se obtuvo 14% (7/50) de aislamientos positivos a SCN. De los establos
con calificacion de 8 se obtuvo 13.9 % (13/93). Los establos calificados con 9un

25.8% (66/255), y para la calificacion de 10 puntos un 24.3% (20/82) (Cuadro 21).

En relacion al aislamiento de SCN en distintas condiciones de higiene en la sala
de ordefo, se logro el aislamiento de SCN en 17.2% {19/1 10) de los aislamientos
obtenidos en la categoria de mala higiene, en la de regular un 22.5% {35/155) y en

la de buena higiene un 23.8%{Cuadro 22)

En cuanto al numero de aislamientos de SCN a partr de vacas que tenian
diferente numero de parto, en las vacas con un parto se aislo en el 25.3% (40/158})
de las muestras positivas, en las de 2 parios en un 24.1% (43/178), en las de 3
partos en un 19.2% (24/125), en las de 4 partos enun 15.9% (7/44)yenlasde 50
méas partos en un 14.2% (4/28) (Cuadro 23).

En referencia a ta produccion de leche, en vacas con producciones menores a 15
litras al momento del muestreo se logré un 18.7% (18/96) de aislamientos de SCN;
en las de 16-30 litros un 21.4% (56/261), en las de 31-45 litros un 23.8% (40/168)
y en las de producciones por arriba de 45 litros fue de 50% (4/8) (Cuadro 24).

De acuerdo al nimero de dias en leche, las vacas que tenian en ese momento
menos de 60 dias tuvieron un 25.2% (24/85) de aislamientos de SCN, las de 61 -
120 dias un 19.2% (21/109), las de 121-180 un 19.3% (25/120), las de 181-240
dias un 17% (14/82), las de 241-310 un 33.3% (19/57), las de 311-370 un 13.5%
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(5/37), y las que tenian mas de 371 dias en lactacion o produccion tuvieron un
41.6% (10/24) aislamientos positivos a SCN.  Se observaron diferencias

estadisticamente positivas entre grupos ¥Z (p=0.01596) (Cuadro 25).

En cuanto a la presencia de sobreordefio y el aislamiento de SCN, Ia frecuencia
de aislamientos de SCN en las vacas de explotaciones donde habia mucho
sobreordefio fue del 17.8% (32/179), donde habia regular cantidad de
sobreordefio fue de 12.6% (11/87), y donde no habia se obtuvo un 28% (75/276)

de aislamientos de SCN. Se observaron diferencias estadisticamente

significativas entre grupos x? (p=0.00257) (Cuadro 26).

La frecuencia de aislamientos de SCN en cuanto a la presentacién de caida de
pezoneras frecuente, ocasional y nunca, no mosti6 diferencias estadisticamente
significativas entre grupas ¥*(p=0.51218), ubicandose esta frecuencia de

aislamiento entre un 17.1% y 23.2% (Cuadro 27).

Con relacién al material utilizado para la cama, en las de arena se obtuvieron
27.7% (10/36) aislamientos de SCN, para bagazo de cafa un 17.1% (13/76), para
tierra un 21.7% (10/46), y para cama de estiércol seco un 22.6% (85/375) de
aislamientos. No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre

grupos x2 (p=0.6049) (Cuadro 28).

En lo referente a la humedad de la cama (humeda, paco humeda y seca), la
frecuencia de aislamientos de SCN se ubico en el intervalo del 19.3 al 23.8% sin

que se observaran diferencias esladisticamente significativas entre grupos

y¥(p=0.63451) (Cuadro 29).
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ANALISIS BIVARIADO. RAZONES DE MOMIOS DE LAS
VARIABLES EN ASOCIACION A MASTITIS SUBCLINICA.

Mastitis y calificacion del rancho

El riesgo de tener animales positivos a mastitis subclinica para la variable del
indice "calificacion de higiene y manejo", los ranchos con calificacion 6 tuvieron
una riesgo estimado a través de la Razon de Momios{RM) de 2.18 en
comparacién con lo de calificacion 10, Los de calificacion 7 una R.M. de 2.4, En

el caso de calificacion 8 la RM fue de 10.3, y para los 9 una RM. de 1.35

RM para nivel de produccion y mastitis

La variable de referencia utilizada en este caso fue una produccién de mas de 45
litros, pensando que estos animales tenian menor riesgo de mastitis por la afta
produccion de leche. Existiendo una R.M. de 3.69 para vacas con produccidn
menor a 15 litros, animales con produccion entre 16 a 30 litros una R.M. de 2.04 v

vacas con mayor produccion de 31 a 45 litros R.M, de 1.7.

RM para dias en leche y mastitis

Se wlilizo como referencia menos de 60 dias en leche. Los animales que estaban
entre 81 a 120 dias tuvieron una R.M. de 0 9, de 121 a 180 dias una R.M. de 0,96,
vacas entre 181 a 240 una R.M. 0.73 y vacas de mas de 241 dias a 310 una R.M,

de 0.57 en el caso de vacas de mas de 311 dias se obtuvo una R.M. muy similar

de 0.59.

Namero de parto y mastitis
Para esta variable, se utilizé como categoria de referencia a vacas de primer
parto. Las vacas de segundo parto tuvieron una R.M. de 1.49, las de tres partos

una R.M. de 1.58 . {as de cuarto parto una R.M. de 1.59 y las de mas de 5 partos
una R.M. de 1.49.

S0




Mastitis por Staphylococcus coaqulasa negativos

RM para higiene y mastitis
Buena higiene fue la variable de referencia. Una mala higiene obtuvé una R.M.

de 1.41 y una regular higiene una R.M de 1 26

RM para estado de las pezoneras y mastitis
Se considero como bueno la vanable de referencia.  Un mal estado de las

pezoneras dio una R.M. de 1.24.

RM para caida de pezoneras y mastitis

La caida escasa de pezoneras fue ta vanable de referencia Existiendo una RM
de 0.97 para una caida frecuente y una R M. de 7 74 cuando se presentaba
regular.
RM para sobreordefio y mastitis

La existencia de sobreordenc si representd un riesgo mayor que en los casos

gue no existia; RM =3.14 para mucho sobreordeio y para regular RM=1.89.

Humedad de la cama y mastitis.
Para la variable estado de la cama. se utihzé como categoria de referencia a

seca, resultando para camas humedas una R.M de 3 56 y para regular 1.3.

Material de la cama y mastitis.
Para la variable materal de la cama y utihizando como referencia arena, las
razones de momios fueron para cama de bagazo de cafa una R M. de 15.4  lierra

con R.M. 1.72 y estiércol seco con RM. de 2 1

Resumen de las razones de momios significativas al analisis
bivariado para mastitis.

Estrato
Establos con menos de 200 animales vs  Establos con mas de 400 vacas
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1.93 (1.01-3 70Q)
Calificacion del establo
6 comparados cantra 10 2.18 (1.29-3.70)
7 comparadas contra 10 2.4G (1.37-4.22)
8 comparados contra 10 10.37 {5.42-20 14)
Parto
2 comparados contra 1 1.49 (1.09-2.04)
3 comparados contra 1 1.58 {1.12-2.23)
Produccién de leche
1 a 15 litros comparados contra 46-60 3.69 (1.24-11 09)
Caida de pezoneras
A veces comparado conira Escaso 7.74 (3.84-16 04)
Frecuente comparado Escaso 0.97 (0.74-1.27)
Sabreordefio
Mucho comparado contra No hay 3.14 (2.28-4.33)
Reguiar comparado contra No hay 1.89 (1.32-2.72)
Estado de la cama
Humeda comparado contra Seca 3.56 (2.38-5 32)
Material de la cama
Bagazo de cafa comparado contra Estiércol seco  15.48 (6.79-36 17)
Arena comparado contra Estiércol seco 219 (139-3 48)

Razones de momios en relacion al aislamiento de Staphylococcus

coagulasa negativos.
En este caso no se encontro ninguna razon de momios significativa en las
variables analizadas que san las mismas que se utilizaron para mastitis producida

por Staphylococcus coagulasa negativos.
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Razones de momios en relacion a mastitis subclinica producida

por Staphylococcus coagulasa negativos.

Calificacién del establos y mastitis por Staphylococcus coagulasa negativos
No se encontro riesgo para ninguna de las calificaciones otorgadas a los
establos, al nivel de produccion de leche, dias en leche, numero de parto, higiene,

estado y caida de pezoneras, sobreorderio. estado y material de la cama.

PRUEBA DE ADHERENCIA DE SCN A CELULAS EPITELIALES DE
GLANDULA MAMARIA BOVINA

Se contéd el nimero de bacterias adhendas hasta un total de 50 células en cada
frotis. Los resultados se muestran en el cuadro 30. En el caso de los 8
aislamientos de S xylosus, el promedio de células con bactenas adheridas fue
de 23. En el caso de S. warneri 22. Los aislamientos de S. haemolyticus 27. En
este Cuadro se incluye S. aureus coma testgo, el cual no mostré diferencia con
SCN

En cuanto a promedio de bactenas adhendas por célula fue de 3.78 para S
xylosus, 3.80 en S warpen, 6.11 para S simulans. Se usaron 2 cepas de S.
aureus como un control positivo de adherencia en las cuales se encontrd un
promedio de 5 15 bacterias adheridas en el 27% de céluias contadas (Cuadro 31)

no existiendo diferencia significativa.

En el analisis estadistico se encontro un coefictente de correlacion de Pearson
significativo entre el nimero de células somaticas y el porcentaje de células con
adherencia de 0.366 (p<0.01). Al hacer la comparacion del grado de adherencia
entre especies de SCN y 5. aureus no se observo diferencia entre numero de
bacterias adheridas y cantidad de células que presentaban adherencia bacteriana

para S. haemolyticus, S. warneri, S epidermidis y S saprophyticus
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Figura 1 Microfotografia de células de glandula mamaria con una cepa de S

saprophyticus (X 100)

ADHERENCIA A MATERIAL PLASTICO
Se probaron un total de 42 cepas de Staphylococcus coagulasa negativos para

detectar adherencia a material plastico, se realizaron tres repeticiones. De estas

cepas 77.5% (31) mostraron adherencia al tubo.
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DISCUSION
La prevalencia determinada de mastitis subclinica (60.25%) se censidera

elevada, este dato puede estar influenciado por diversos factores como la etapa
de lactacion en que se encontraban las vacas y la diferente epoca en que fueron
recolectadas fas muestras, ya que se realizaron tres muestreos en cada rancho en
diferentes meses. La prevalencia de mastitis clinica (1.99% } se puede considerar
dentro de los parametros esperados en un programa de control de mastitis

Analizando los datos por estrato. el que inciuia hatos con menor numero de
animales fue el gue tuvo la mayor prevalencia de mastitis subclinica, aunque
pueden intervenir otros factores como las précticas de manejo. En los otros dos
estratos la prevalencia de mastitis fue menor aungue también debido al mayor
nimero de animales muestreados se incremento la posibilidad de encontrar vacas
con mastitis clinica.

El estudio inicial para dar una calificacion en cuanto a higiene y manejo en
cada establo fue realizada por una sola persona. Se esperaba gue a una mejor
calificacién menor deberia ser |la prevalencia de mastitis, pero los resultados no
coincidieron a estas espectativas. A lo largo de los muestreos los establos
pudieron tener cambios de ordenadores y de ofros factores que pudieran cambiar
la calificacion del establo, pero este aspecto no se considert en el estudio.

A menor produccion de leche se encontrd mayor prevalencia de mastiis
(7471%). Estos resultados son razonables, ya que las vacas sanas estan
produciendo mayor cantidad de leche a diferencia de las vacas con mastitis
subclinica, en las cuales hay disminucion de la produccion lactea

En cuanto a los dias en leche y casos de mastitis se pudo observar que a
mayor nimero de dias en lactacion (241 a 640) se incremento |a prevalencia de
mastitis a un 70%.

Los casas de mastitis se incrementaron a mayer numero de parto. un resultado

que sorprende en este estudio es que a partir del segundo parto se obtuvo un

65% de mastitis subclinica. el cual es un porcentaje elevado
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En este trabajo no se encontro relacion entre mastitis y el buen o mal estado de
las pezoneras, aunque es sabido que esle es un punto importante en la
presentacion de mastitis, aunque se puede pensar que en esios establos otros
puntos fueron los determinantes para la presentacion de mastitis, como la caida
de pezoneras en la cual se observd una diferencia notoria en los casos de mastitis
en los establos de estudio

Parece ser que la caida de pezoneras y el sobreordefio influyen méas en los
casos de mastitis que el estado de las pezoneras.

Como es conocido el estado de humedad de las camas tiene mucha influencia
sobre la mastitis. en este estudio el 80% de los casos de mastilis se encontraron
en establos con camas humedas a diferencra de los establos con camas secas
donde se encontrd un 54% de casos.

En cuanto al tipo de material de ia cama los casos de mastitis se presentaron
con mayor frecuencia en las de bagazo de cana 91% y las de estiércol seco. las

camas de arena fueron las que tuvieron menor prevalencia de mastitis 41.7%.

Diagnéstico bacterioldgico

De las 1107 vacas muestreadas, aproximadamente la mitad fueron cultivo
negativo y en el resto de muestras se aislaron diferentes microorganismos que son
comunes en mastitis bovina como Streptococcus, Corynebacterium, MiCrococcus.

y en menor frecuencia Nocardia, Pasteurella y Klebsiella.

Aislamiento de Staphylococcus Coagulasa negativos {SCN)

Hasta hace algunos afos, en el campo de la salud se consideraba que dentro
del género Staphylococcus. la unica especie virdlenta era S. aureus. De hecho, a
los estafilococos coagulasa negativos se les consideraba como bacterias de baja o
nula patogenicidad para el humano y para los animales; consecuentemente se

aceplaba que la mayoria de las especies de este grupo fueran incluidas dentro de
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una sola: S. epidermidis, su aislamiento se mterpretaba como contaminacion de
las muestras con simples miembros de la flora habitual de piel y mucosas.

Sin embargo en la actualidad el planteamiento anterior se ha tenido que modificar
de manera radical, ya que se ha demostrado ampliamente que varias cepas de
SCN provocan numerosos y graves padecimientos infecciosos, en el caso de
humanos, sobre todo en pacientes en quienes se han instalado sondas. catéleres.
canulas, dispositivos de venociisis. e inclusive, protésis cardiacas o articulares, o
bien en individuos que se encuentran debilitados y/o inmunocomprometidos, por
estado nutricional deficiente. cirugia, trasplanie de érganos o traumatismos.

En medicina veternana ios SCN son considerados como patdgenos potenciales
de la ubre, aunque también se ha demosirado que protegen conira infecciones
producidas por otros microorganismos {16. 19). Satynarayan (43) comenta gque
los SCN frecuentemente colonizan la piel de la ubre. el canai del pezdn y el interior
de la glandula mamaria.

Los procedimientos para la identificacion de SCN requiere de nuUMerosos medios
de cultivo por lo que en muchas ocasiones se realiza la identificacion con
microsistemas de identficacion

Los aislamientos ablenidos de SCN a partir ge leche no fueron plenamente
identificados por el microsistema de identificacion APl G20, por lo que fue
necesario realizar otras pruebas bioguimicas para su identificacion adecuada, lo
cual confirma lo establecdo por algunos nvestigadores, de que estos
microsistenas no identifican adecuadamente las especies de SCN de origen
bovino. Infante (44) mencicna que el sistema es de utilidad para la identificacién
de S hyicus, S. xylosus, S simulans, pero no sausfactorio para S. epidermidis, S.
haemolyticus, S. saprophyticus . S warner y concluye que et sistema APl no es
adecuado para identificacion de Staphylococcus provenientes de la glandula
mamaria bovina.

Hebert (32) utilizo los perfiles bioguimicos obteridos con el Staph-ident system

(Analytab products) combinados con los resultados de antibiogramas, produccion
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200 a 400 vacas y ef de mas de 400 vacas. se aislo un 10% vy 12%
respectivamente

Un dato interesante es que en los establos con mejor calificacion en cuanto a
higiene se encontraron los mayores porcentajes de aislamientos, establos con
calificacion 9@ un 26% de 255 muestras y con calificacién 10 un 24% de 82
muestras, esto se ve reflejado también en los resultados obtenidos en cuanto a la
higiene de |a sala de ordefio, mayor frecuencia de aislamientos de SCN 24% de
268 muestras en salas con buena higiene comparada en salas con mala higiene
17%. En este estudio el mayor numero de Staphyiococcus coagulasa negativos
fueron aislados en ranchos que llevan un buen manejo del ordefio y de su equipo.
con higiene regular y buena lo que concuerda con los informado por otros
investigadores, en que es comun en hatos con buen manejo que practican el
sellado y terapia al secado, encortrar 10 a 20% de cuartos infectados con SCN.
Tambien Hogan (21) encontré que otros Staphylococcus diferentes a S aureus
eran el grupo bacteriano mas frecuentemente aislado de muestras de leche
tomadas de vacas pertenecientes a hatos que aplicaban un programa efectivo de
control de mastitis. En su estudio enconird que las muestras de leche tenian un
alto conteo celular a diferencia de los cuartos no infectados. por o que
concluyeron que estos patégenos menores afectaban en forma adversa la calidad
de la teche. Hogan (22) realizé también aislamientos de SCN en hatos con bajo
conteo celular en donde habian controlado mastitis por Staphylococcus aureus y
Streptococcus en los cuales aisld SCN durante loda la lactacion, tanto al parto y
en el periodo seco el porcentaje de aisiamientos fue similar.

En vacas de primer y segundo parlo se observd un porcentaje similar de
aislamientos de SCN, a partir del tercer parto ésta frecuencia disminuye. io cual
concuerda con la literatura. Satynarayan (43), encontrd  que estos
microorganismos son frecuentemente aislados de infecciones intramamarias en
vacas de primera lactacion. resultando en aiteraciones de la leche, también como

en un decremento de la producaion. Por lo que los SCN fueron previamente
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considerados de baja palogenicidad, causando reacciones maderadas de

inflamacion gue resultan en elevados conteos celulares

En los primeros dias en lactacidon de las vacas de estudio se aisiaron mas SCN,
pareciendo que los primeros y Ultmos dias de lactacion son los de mayor
susceptibilidad para que las vacas sean infectadas por SCN. segun los resultados
obtenidos 25% de aislamientos en un periodo de 1 a 60 dias y mas de 241 dias en
leche. Segun Timms (47) los SCN son microorganismos comunes involucradaos en
mastitis en vacas de primera lactacion. Son capaces de causar mastitis clinica y
severas alteraciones de leche En estudios realizados durante toda una lactacion
a 139 vacas. al principio de la lactacion 30% de las vacas y 13% de los cuartos
estaban infectados con SCN. estos porcentajes aumentaron a traves de la
lactacién a 55% de vacas y 27% de cuartos infectados al final de la lactacion. La
mayoria de estas infecciones tuvieron una larga duracién con una cura

espontanea det 15%.

En vacas con produccion de leche de 31 a 45 litros se obtuvo el mayor nGamero
de aislamientos de SCN por lo que se pueds considerar gue vacas altas
productoras es comin encontrar estos microorganismos. A mayor produccion
lactea existio la tendencia de tener mayor aislamientos de SCN en los casos de
mastitis. Este es un aspecto importante ya que si las vacas altas productoras son
mas susceptibles de ser infectadas por SCN la produccion de leche debe dismimuir
segun indican los estudios realizados por Timms (47} quien menciona gue vacas
con infecciones por SCN tuvieron un significante conteo somatico y actividad de |a
enzima Nagasa y un decremento de 821 kg en la produccion de leche comparada
con animates no infectados. Las vacas infectadas con SCN estuvieron asociadas

con significante decremento de la produccion {(-2.9 Kg al dia).
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Se aislaron mas Staphylococcus en camas de estiércol seco que en otro tipo de
material de cama. pero el riesgo no fue significativo. por lo que existe la misma

posibilidad de aislamiento en los diferentes tipos de camas.

La caida de pezoneras no mostrd un efecto significativa en el aislamiento de
estos microorganismos, presentando frecuencias similares de aislamientos tanto

cuando se presentaba como cuando no existia.

Adherencia
En refacion a adherencia, Miedzobrodzki (38) comenta que la supervivencia y

multiplicacién de Staphylococcus en el epitelio de la ubre son los eventos
decisivos en la patogénesis de la mastitis bovina. Frost (33) demostré la
adherencia de Staphylococcus a células del epitelio ductular in vitro. Sin embargo
los eventos previos al establecimientc de una infeccion intramamaria por
estafilococos no estan bien definidos.  El contacto de las células bacterianas con
la leche ha sido descrita como el factor critico en la supervivencia y mulliplicacion
de Staphylococcus durante ta infeccion intramamaria.  El enlace de las células
bacterianas a componentes del suero o igjidos tales como fibronectina, colageno y
fibrinbégeno se han sugerido como el paso inicial en el desarrollo de una infeccion
intramamaria (48).

Como este proceso es el paso inicial en la patogénesis de un microorganismo,
se realizd la adherencia a células epiteliales de glandula mamana y a material
plastico considerando la posibie transmision de estos microorganismos por las
pezoneras las cuales estan manufacturadas con material de polivinilo o bien en

vacas que se les haya puesto un dispositivo intramamario.
Numerosos autores han reporlado ta relevancia que adquieren algunos faclores

detectados en los SCN. entre los que figuran varios exopalisacandos adherentes

que conforman sus capsulas y giicocalices. asi como algunas otras sustancias
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superficiales que se pueden unir a diferentes proteinas humanas y la naturaleza
hidrofébica de las cepas (49,50.51)

En cuanto a la adherencia las cepas estudiadas. a excepcion de S. intermedius,
presentaron un promedio de mas de 20 células con adherencia de un total de 50
células observadas al realizar el estudio de adherencia. El promedio de SCN

adheridos a cada célula fue de 4 y en la cepa control de Staphylococcus aureus de

5.

Adherencia a materiat plastico

Los estudios de adherencia a material plastico fueron pnmeramente realizados
en humanos a los cuates se les habia instalado catéteres. canulas, dispositivos de
venoclisis y protesis cardiacas o articulares

En relacion a ios exopolisacaridos. se ha demostrado ampliamente que su
presencia es fundamental para que los SCN puedan adherirse y permanecer,
tanto en diversos tejidos humanos come en los catéteres de polivinilo, polietileno,
tetrafluoetileno. caucho, silicon. fluoetileno-propilenc y en las protesis cardiacas y
articulares.

En el caso de la adherencia de los microorganismes a los dispositivos medicos,
se ha observado que puede verificarse en tiempos sorprendentemente cortos, que
fluctuan entre tos 5 y 30 minutos y representa el inicio de un proceso en el que el
paso siguiente es la colonizacion observada desde los 40 a 60 minutos y que
puede culminar con la erosion superficial de catéteres, sondas, protésis, etc,
ademas del nesgoe a posibles diseminaciones bactenanas. La adherencia
bacteriana puede realizarse en las pezoneras, ya que estan manufacturadas de
polivinilo y el tiempo de ordefio es el suficiente para que los M{Croorganismos
puedan quedar adheridos y en caso de que no exista una adecuada técnica de
lavado se puede dar la transmision de SCN de una vaca a otra. El hecho de que
practicamente todos los SCN aislados en este estudio. mostraran adherencia al

material plastico indican que existe un importante y determinante factor de
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adherencia a material plastico, gue representa un riesgo latente de infecciones en
los establos.

En cuanto a la técnica de Christensen utilizada para observar la adherencia a
material ptastico. se puede decir que es sencilia, rapida y economica y que puede
observarse por tincion y es posible cuantificarse por espectrofotometria. en este
caso solamente se observo visualmente |a adherencia y no se cuantificé, todas las
cepas de estudio mostraron adherencia a matenal plastico,

Algunos estudios han indicado que las infecciones por SCN son causadas
principalmente por la adherencia y produccion de la secrecion mucoide. Asi se ha
sugerido que la positividad en la adherencia a tubo puede ser usada como un
marcador de verdadera patogenecidad en una cepa Muchos estudios tambien
han mostrado que la capacidad de producir la secrecion mucoide de una cepa
infectada se correlaciona con una infeccion clinica. En otros estudios sin embargo
tales asociaciones no se han coniirmado  Estas discrepancias sugieren que
aunque la produccion de esta secrecion es indudablemente un importante factor
de virutencia, la correlacién entre su produccion e infecciones clinicamente
significativas no es un fendmeno universat

La identificacion de los SCN en el laboratorio clinico solo adquiere sentido
cuando los medicos clinicos conocen la frecuente participacion de estos
microorganismos en los casos de masitis bovina

Cabe mencionar gue los patrones asociados a la diferenciaciéon de las especies
de SCN, contemplan la realizacion de numerosas reacciones bioguimicas. pero
con base a estudios de frecuencia se pueden seleccionar las 5 especies mas
frecuentes y obtener una bateria confiable y abreviada de pruebas cuya
implantacién no representa mayor problema para el laboratorio, dades sus bajos
costos. sencillez. disporubididad y el corto liempo que requieren para su
identificacion. Entre las pruebas citadas figuran la de la ureasa. de fermentacion
de sacarosa y fosfatasa alcalina

Es importante resaltar el nuevo significado que se le debe conceder al

aislamiento de los SCN a partir de muestras de leche de casos de mastilis bovina,
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aungue la habilidad de SCN para causar mastitis es considerada menor que la de
S. aureus

No es claro si las infecciones por SCN disminuyen la produccion de leche
suficientemente para justificar un tratamiento durante 'a lactacion. Asi solamente
el tratamiento de casos clinicos es recomendable.

tos SCN son aislados regularmente de hatos que practican programas de

control de mastitis.
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CONCLUSIONES

1 La prevalencia de maslitis clinica fue de 1.99% {22/1107), ta de mastitis
subclinica fue de 60 25% (667/1.107) en los establos participantes en este estudio.

El porcentaje de vacas sin mastitis fue de 37 76% {418/1,107).

2 La especie de SCN mas frecuentemente aisladas en este estudio fue S
xylosus. Otras especies aisladas en orden decreciente fueron: S. warner, S.
saprophyticus, S homunis. S epidermidis, S. chromogenes, S. kloosi, S.
haemolyticus, S simulansy S cohmi

3 Los factores de riesgo estudiados en relacion a mastitis subctinica producida
por Staphylococcus coagulasa negativos no fueron estadisticamenie significativos.

4 Todas las cepas de SCN mostraron adherencia tanto a material plastico como

a cé&lulas epiteliales ductulares de glandula mamaria bovina.
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Cuadro 2. Resultados de la prueba de Wisconsin modificada en leches de

1,107 vacas de los Edos de México e Hidalgo.

" ANIMALES CELULAS FRECUENCIA %
SOMATICAS/mI x 10°

Vacas sanas 0-500 418 37.76
Vacas con mastitis 667 60.25
subclinica 501-2500
Vacas con mastitis 22 1.99
clinica > 2500

- N=1,107 100

1,107

Cuadro 3. Prevalencia de mastitis en los diez establos participantes.

RANCHO/ESTRATO | No. DE "No.DE %
© ANIMALES | ANIMALES !
MUESTREADOS CON MASTITIS,
~ SUBCLINICA
— Ef Cupido/3 T 121 B T T - TT6 2
Tizayuca/1 ' 34 30 88.2
~San Epigmeniol3 157 110 ' 700
Granja Ray/2 | 90 - 77 Te3 T 700
" Establo Méxicof2 | 103 T 70 67.9
T San Sebastian/3 190 " 106 ST 557
mmf_i 114 Te3 T T 55.2
Tizayucafli 26 14 53.8
LaQuinta2 181 © T4 264
Oiimpoi3 91 38 st
""" - 7 - . ”_"6_2——
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Cuadro 4. Resultados de la prueba modificada de Wisconsin de acuerdo a

los tres estratos de poblacion.

CELULAS SOMATICAS >
ESTRATO 1x10° celimi
Frecuencia %
1} < 200 vacas 44/60 (73.3)
2) 200-400 vacas 234/398 (58.7)
3) » 400 vacas 411/649 (63.3)

Cuadro 5. Porcentaje de mastitis subclinica en los establos agrupados de

acuerdo a los indices de higiene y manejo.

Calificacion ' % de mastitis " Animales p‘(;si‘tf\ios
- I ' 49.3 1041205

9 - ey T T Tstarssa {
g .9 " T aytss
7 ﬁ: T 000 T | T T gaee T
6 T Ce7e ""76;?@“*""—4

o N I

ESTA TESIS NO SALE

DE LA BIBLIOTE”
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Cuadro 6. Prevalencia de mastitis subclinica por establo de acuerdo a los

indices de higiene y manejo.

Calificacion ! % de mastitis ! Establo
T ‘
10 (excelente) 70.0 (110/157) 1
10 (excelente) "'53.8 (14/26) 2
3 (buena) 41.8 {38/91) 3 o
9 (buena} "7 TT55.8 (106/190) e
- 1 e e en e — i J—
9 (buena) l 55.3 (63/114) ‘ 5
T8 (buena) 91.7 (114112%) ~ T8 T
i |
8 (requiar) ; 7.0 (70r103) 7
]
8§ (regular) 70.0 {63/90) I R
7 (mala) . 46.4 /84/181) e 7]
6 (mala) o 88.2 (30/34) T 10 T
Cuadro 7. Frecuencia de mastitis subclinica segin produccion de leche.
Produccién | No. de animales ~ No. de animales = % |
(litros) positivos !
I L ! .
1- 15 170 127 \ 74.71
16-30 548 340 ™" ez0a |
3145 | 3N 1 214~ T 5768,
>46 IR T- T 8 T Tasaa
77T Total1,107 689 J 62.24

hit}
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Cuadro 8. Frecuencia de mastitis subclinica en relacién a dias en leche.

Dias en leche No. de animales °

1160 201

61/120 232
121/180 o279
1817240 163
241/310 126
311/370 65
371/640 | A1

*incluye vacas de cinco o mas partos

No. de animales |

positivos
.

57.71 |

%

60.34

58.78

i ]
70.63 |

65.03

T 69.23

70.73

L

Cuadro 9. Frecuencia de mastitis subclinicasegan namero de parto.

No. De parto No. de animales ~ No. De animales %
positivos
1 T 349 q93 T T ss3 T
27 T 385 230 T ear
3 T 263 174 l 66.1
4T 86 57 , 66.2
5 54 | T35 —: 64.8
Total 1,107 689 i 62
- . M e — o L -
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Cuadro 10. Mastitis subclinica en relacion a higiene de la sala de ordefio.

Cuadro 11. Mastitis subclinica en relacion a estado de las pezoneras.

Higiene [ No. de animales _ No. de positivos | % __4
Mala | 219 - 147 ] I
Regular T 302 195 645

Buena 586 34T 592
_Total 1,107 - _ 889 X ]

Estado Namero de Animales
|___pezoneras amnimales positivos :
Mala 117 78 ,
Bien [ 990 611 )
4 Total 1107 689 |

Cuadro 12. Mastitis subclinica en relacion a caida de pezoneras.

Caida de l Numero de " Animales % ]
____pezoneras animales positivos L |
Frecuente | 375 218~ | 581 |
~_En ocasiones | 121 11 917 _:;‘
Nunca__ | 611 30 | 5889
_ Total 1,107 689 i ]
Cuadro 13. Mastitis subclinica en relacion a sobreordefio.
Sobreordefio | Namero de ~ Animales ! %
. animales positivos | ‘
S N T 2 R B &
Regutar | 183 124 A
Nohay | __ 610 321 52.6 |
T | Total 1,107 689 | B
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Cuadro 14. Mastitis subclinica en relacion a estado de la cama.

Estado de la Nomero de  Anmimales % B
cama animales positivos o

Hameda 224 LY . _ 808 7

[ Regular | 455 a1 806 |
Seca | 428 232 o 542

Total 1,107 689 ]

Cuadro 15. Mastitis subclinica en relacion a material de la cama.

Tipo dé cama | Numerode  Animales T % T
,____animales . positivos _
—Arena __| _ 9 - a7 ]
Bagazodecana | = 121 Lo m e T
Tierra | 114 &3 562
Estiercol seco | 781 : a7 77 st0 ]
] 1,107 _ 689 T T T
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Cuadro 16. Porcentajes de aislamientos de Staphylococcus coagulasa
negativos (SCN) en los diez establos de estudio.

RANCHO No. De Aislamientos | Especies de SCN|
animales de SCN% ' predominantes |
cultivo f
positive ]
San 80 11 (13.7) 5. xylosus,
epigmenio ' S. haemolyticus,
L - S. saprophyticus
Tizayuca 7 0 (0)
Olimpo T 36 10(27.7) S. haemolyticus, :
] _S. saprophyticus |
San ! 89 33(37.0) S. xylosus,
Sebastian S. chromogenes '
Santa Clara 46 10 {21.7) S. haemolyticus,
, . S epidermidis_|
£l Cupido 76 13 (17.1} | S. chromogernes,
o S 8. xylosus |
Establo 53 12{22.6) ' S. xylosus,
México | S. warneri
Granja Ray 50 7 (14.0) S. warneri,
o . ._S. saprophyticus |
La Quinta 79 22(27.8)  S. xylosus, |
3 ) ] S. simulans
Tizayuca 17 0o |
N I - .- - - JES—
Total 118 /533 |
. 533M1,107 {22.1)
(48.1%) .
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Cuadro 17. Frecuencia de aislamientos de Staphylococcus coagulasa
negativos.

Especie L Frecuencia Porcentaje
Sxlosus 29 245
S. warneri | 14 ' 11.8
S. saprophyticus i 13 S L
S hominis 12 ’ 101
S. epidermidis | 1 7 93 T
S kioosi 10 ‘ g4
S. chromogenesi | 10 —i—_ ' ”“_8-.:1#—1
S. haemolyticus 7 E 59 |
S. simulans 7 \ 5.9 ‘
S. cohnii ' 5 ' 4.2 i
T S
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Cuadro 18. Staphyfococcus coagulasa negativos (SCN) aislados en leche de

1,107 vacas con cuentas celulares normales y con mastitis subclinica.

i T Mastitis " Leche Porcentajes
Especie de SCN | subclinica normat
| (frecuencia) _ ({frecuencia)
S. xylosus ’
15 Y 24.6
S. warneri
: 7 7 | 18
S. saprophyticus | i !
S 6 ) 7. to
S. hominis f 4
. 8 4 L 10.2 i
S. epidermidis :
. 9 2 9.3 i
S. chromogenes |
L 8 A 85 |
S. kloosi '
I - 8 2 _, 85
5. haemoiyticus
L _ & L 5.9 i
S. simulans '
) ) 5 o2 . 59 |
S. cohnii ' :
- . 4 LA 2
Total 76 Total42 ,  100.0

Cuadro 19. Frecuencia de aislamientos de Staphylococcus coagulasa
negativos en los tres estratos del estudio.

Estrato No. De animaies . Animales con | %
aislamiento de |
: CoseN
1 1 __'_6_0&77 . 7_[1 1 0.0
2 388 39 ‘: 9.79
3 649 . 79 | 12.17
Total 1107 118 '_; _ 10.65
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Cuadro 20. Especies de Staphylococcus coagulasa negativos aislados en los
diferentes estratos (% calculados tomando en cuenta solamente cultivos
positivos).

[ T “Estrato1 ‘ Estrato 2 Estrato 3 '

Gamt % TCant.” %  Cant. %
Especie . N L .

11 - 28.2 18 | 227

S. xylosys !

f—— o a— - — =

- s 1537 8 101
S. warneri ' o i . ) !

S. haemolyticus

S. hominis e e — —

= 2.5 9 113

S. chromogenes . e S —
- 1 2.5 6 7.5

S. simulans i
—_—

S. epidermidis

S. saprophyticus

S. kloosi

S.cohnii !

—

Nota: no hubo aislamiento enelestrato 1
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Cuadro 21. Frecuencia de aislamientos de Staphylococcus coagulasa
negativos con base en la calificacion otorgada al rancho segan higiene y

manejo.

Calificacion | No. Muestras No. De l %,
| cultivo positive  aislamientos de |
. .SCN )
6 53 I 12 | 22.6
7 50 o 7 14.0
8 " 93 ‘ 13 13.9
9 288 T 68 .. 258
10 ... B2 o220 243
7 Total 533 _ Totalt1s __ |

Cuadro 22. Frecuencia de aislamientos de Staphylococcus coagulasa
negativos de acuerdo a la higiene en la sala de ordefo.

Higiene " No. De muestras ' No. De Ty
cultivo positivo  aislamientos de
I, ] : sy
Mala 4 110_ 19 17.2 |
Regular 155 35 j 22.5
Buena T 268 64 77: 23.8
_. Yotal 533 S - S

Cuadro 23. Frecuencia de aislamientos de Staphylococcus coagulasa
negativos con base en el numero de parto,

No. De parto  Muestras cultivo = Aislamientos de © %
o positivo . SCN ; 7
v .. 158 40 253 ]
2 T 178 43 R
3 1 2'5__ i o _24 19.2
4 L 4 o 7_ o 15.9
5 I 28 . 4 14.2
" Total 533 118

5* Vacas de 5 o mas partos
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Cuadro 24. Frecuencia de aislamientos de Staphylococcus coagulasa
negativos en relacion con la produccion de leche,

Produccion (I) |, Muestras cultivo ~Aislamientos de | %
| positivo SCN
1/15 P "es T T T T 18.7
16/30 21 5 21.4
31/45 ) 168 ) 40 23.8
a6/g0 T8 T Ta , 50.0
_ Total 533 118 '

Cuadro 25. Frecuencia de aislamientos de Staphylococcus coagulasa
negativos de acuerdo al numero de dias en leche.

Cuadro 26, Frecuencia de Staphylococcus coagulasa negativos y la
existencia de sobreordeno.

Dias en leche | No. De muestras No.De | %
i cultivo positivo  aislamientos de !
160 T es 24 HE ]
611120 | 109 _ ; 21 19.2
1217180 129 . 25 | 19.3
181/240 . 82 . 1 170
241310 57 19 T 773
311/370 37 T 5 13.5
371/640 | 24 i 10 ; 416
T Total 533 1ms 22

Sobreordefioc  No. De muestras ~ No. De \ %
cultivo positivo  aislamientos de
I o . SCN L]
. Mucho _ . 179 . % 178 |
Regular _ ;87 1 | 12.6
Nohay = 267 . 75 _ 28.0
T " Total 533 118 T

Xy
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Cuadro 27, Frecuencia de Staphylococcus coagulasa negativos y caida de
pezoneras durante el ordefo.

Caida de No. De muestras ~ No.De %
pezoneras cultivo positivo  aislamientos de
. seN .
Frecuente = 182 o4 22.5
En ocasiones 76 X 13 17.1
Nunca 275 L 64 23.2
“Total 533 | 118 I

Cuadro 28. Frecuencia de Staphylococcus coagulasa negativos y el material

de la cama.
Material de la | No. De muestras ‘ No. De ’ Ty —‘
cama con cultive aislamientos de ;
positivo A SsCcN
Arena .3 w27 |
Bagazo de cana | 76 ) 3 17.1
Tierra 46 ) 10 _ ) 217
Estiércolseco | 375 ) 85 . 226
____ ~Total 533 118 _ T

Cuadro 29. Frecuencia de Staphylococcus coagulasa negativos y la
humedad de la cama.

Estado de la_ | Muestras con  Aislamientos de %
cama | cuitivo positivo SCN
™ Hameda | 129 25 R 93 .
Un poco hameda | 210 50 23.8
Seca L ‘ 43 221
T Total 533 118 ]
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Cuadro 30. Medias minimo cuadraticas (+/- error estandar) de adherencia de
Staphylococcus coagulasa negativos (SCN) y positivos (SCP) a células
epiteliales ductulares de glandula mamaria bovina.

[ Medias minimo  Error estandar |  Significancia
SCNySCP |  cuadraticas
S. haemolyticus | ~~  27.34 . 434 7 a
S.aureus \ o 21.29 ] - 5.20 _a
S. chromogenes ' 26.97 304 1 a
i
___S. hominis 2440 326 | &
S. xylosus | ~ 2301 L. _.274 a_
| \
. - |
. .94 . ‘
S. saprophyticus 22 . 327 7 __a |
S. epidermidis 22.48 . 4.08 R
|
S.simulans | 2240 . 408 a
S. warneri : 22.10 3.15 a :
f————— ———r - — . - 1|-«u- —_——— —————
S.intermedius |, 9.79 ) 18 b

a, b Literales diferentes denotan diferencia significativa. (p<0.001)

uy
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Guadro 31. Promedio de Staphylococcus coagulasa negativos

adheridos por célula epitelial ductular de glandula mamaria bovina.

Medias minimo

SCp

SCN y SCP cuadraticas
i -
S. simulans | ___B.
S. aureus 515

| S. hominis } 4.15
S. epidermidis 4.10
S.warneri 3.80
. saprophyticus | 3.79
S. xylosus _3.78
S. chromogenes : 377
S. haemolyticus % 3.54
$. intermedius l 3.32

6.11

Error estandar Significancia
o047 i oA |
j
o61__ | a_
0.38 a
e ]
. 0.47 e ._.a_ )
|
0.37_ _‘ B a__ ]
_70.38__ S a_
o 0.32 a
0.35 a
0.50 ) a
0.84 a

No se encontraron diferencias significativas entre aislamientos de SCN y

Y 2
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ANEXO 1

FMVZ INIFAP SAGAR

CUESTIONARIO PARA EL ESTUDIO DE LA MASTITIS BOVINA CAUSADA POR
Staphylococcus COAGULASA NEGATIVOS.

LOS DATOS QUE SE PROPORCIONEN SERAN CONFIDENCIALES Y
SOLAMENTE SE USARAN CON FINES DE INVESTIGACION.

Fecha

Nombre del
encuestador

Nombre del
rancho

Nombre del propietario del
rancho

Ubicacion det
rancho

1 Numero de animales en produccion

2 Raza
3 Porcentaje de mastitis subclinica en el mes anterior del inicio del

estudio

4 Numero de ordefadores

5 Alojamientos

6 Ventilacion {
A) insuficiente (condensaciones, vapor amoniacal)

B) regular
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C) suficiente
7 Tipo de cama ()
A) estiércol seco
B) bagazo de cana
C) tierra
D) arena
8 Estado de la cama (humedad) ()
A) mal (insuficiente})
B) regular
C) bien {seca)

9 Tipo de ordeno

10 Numero de orderios

11 Higiene de la sala de ordefno { )
A) mala
B) regutar
C) buena

12 Marca de equipo de ordefo

13 Numero de unidades de ordefio

14 Retirada de pezoneras ()
A) sin corte de vacio, con entradas de aire
B) sin corte de vacio, con escasas entradas de aire
C) con corte de vacio
15 Duracion del ordefic { media en min)
16 Sobreordefio { )
A) mucho

B) regular
C)no

17 Conservacion de las pezoneras ( )
A) mala

B) buena
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18 Caida de las pezoneras
A) frecuente
B) algunas veces
C) casi nunca
19 Tratamiento de secado
A)no
B) si
20 Control de mastitis
A) diagndstico sdlo por alteracién en la produccion
B) prueba de California
C) prueba de Wisconsin modificada
21 Tratamiento
A) no se realiza
B} deficiente (tardio, corto)
C) tratamiento precoz y continuo
22 Via de administracion del tratamiento
A) solo intramuscular
B) salo intramamario
C) combinado
23 Control de mastitis
A) aislamiento durante el ordefic

B) ordefio de vacas clinicas al final
C) separacidn de lotes ( mastitis subclinicas y clinicas)

()

24 Uso de selladores
A) si
B) ro

Para el encuestador
25 ; En qué condiciones se encuentran las instalaciones?
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26 ¢ Cuél es el estado general del ganado?

27 :Como se aplica el programa de control de mastitis?

Condiciones: mala, regular, buena

2%
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ANEXO 2
CODIFICACION DE VARIABLES
DE ESTUDIO

Codificacion de las variables para capturar la informacién a ta base de
datos estudio epidemiolégico de la mastitis bovina causada por

Staphylococcus coagulasa negativos.

Vaca= identificacion del animal muestreado

Wisc= animales posilivos a la prueba de Wisconsin modificada. Es una variable
categorica

1= mastitis subclinica

2= sana
calif= calificacien del rancho, otorgada con base base a la higiene de la sala de

ordefo, estado del equipo de ordena y ofros factores que se comentan en la parte
de material y metodos.
6 7 8 9 y10

part= numero de panto de los animales

1 2 3 4 vy 5(incluidos en esta categoria animales de 6, 7, 8 y 9 partos)
ledias= dias en leche

1=1a60 2=860a120 3=121a180

4= 181 a 240 5=241a310 6=311a 370

7 371 a 640

o7
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lechprod= produccién de leche
1=1a15 2=16a30 3=31a45
4= 46 a 60 5=61a80

estr= numero de estrato

1= establos con menos de 200 animales
2= establos con 200 a 400 vacas

3= establos con mas de 400 vacas

muestr= nimero de muestreos

1 2 3
ran= nombre del establo participante

1= San Epigmenio 6= El cupido

2 =Tizayuca 148 7= Eslablo México

3= Olimpo 8= Granja Ray

4= San Sebastian 9= La Quinta

5= Sta. Clara 10= Tizayuca 147

fecha= Dias de muestreo en cada uno de los establos (se indica el mes y el afo

en que se realizé el muestreo)

1= 0194 7= 0797
2= 0793 8= 0894
3= 0394 9= 0994
4= 0494 10= 0993
5= 0893 11= 0294
6. 0694 12. 0695
hisa= higiene de la sala

1= mala

2= regular

3= buena
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Mastitis por Staphylococcus coagulasa neqativos.

pezo= conservacion de las pezoneras
1= mala

2= bien

soor= sobreordefo

1= mucho

2= regular

3= no hay

capez= caida de pezoneras
1= frecuente

2= algunas veces

3= casi nunca

esca= estado de la cama
1= mal

2= regular

3= seca

cama= material de la cama
1= estiércol seco

2= bagazo de cafna

3= tierra

4= arena

aisla= diferentes microorganismos aislados en leche
1= Staphylococcus xylosus

2= Staphylococcus warneri

3= Staphylccoccus haemolyticus

4= Staphylococcus infermedius

5= Staphylococcus hominis

6= Staphylococcus chromogenes

7= Staphylococcus simufans
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Mastitis por Staphylococcus coagulasa negativos.

8= Staphylococcus epidermidis
9= Staphylococcus saprohyticus
10= Staphylococcus aureus

11= sin crecimiento

12= levaduras

13= Streptococcus

14= Corynebacterium

15= bacilos Gram negativos
16= diferentes microorganismas sin identificar
17= Enterococcus

18= Escherichia coli

19= Micrococcus

20= Nocardia

21= Staphylococcus kicosi

22= Pasteurella

23=Klebsiella

24= Staphylococcus cohnii
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