UNIVERSIDAD MICHOACANA DE SAN NICOLAS DE HIDALGO

FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA'YY ZOOTECNIA

FRECUENCIA Y ETIOLOGIA DE LA MASTITIS BOVINA
EN CHERAN, MICHOACAN

SERVICIO PROFESIONAL

QUE PRESENTA

SERGIO SIXTOS ENRIQUEZ

~ PARA OBTENER EL TiTULO DE
MEDICO VETERINARIO ZOOTECNISTA

ASESOR: MC. JOSE LUIS CARLOS BEDOLLA CEDENO

Morelia, Michoacan, Marzo de 2011.



UNIVERSIDAD MICHOACANA DE SAN NICOLAS DE HIDALGO

FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIAY ZOOTECNIA

FRECUENCIA'Y ETIOLO'GiA DE LA MASTITIS BOVINA
EN CHERAN, MICHOACAN

SERVICIO PROFESIONAL

QUE PRESENTA

SERGIO SIXTOS ENRIQUEZ

~ PARA OBTENER EL TiTULO DE
MEDICO VETERINARIO ZOOTECNISTA

ASESOR: MC. JOSE LUIS CARLOS BEDOLLA CEDENO

Morelia, Michoacan, Marzo de 2011.



AGRADECIMIENTOS

A mis padres

Sr. Leobardo Sixtos Huerta (qpd) y Sra. Alicia Enriquez Sanchez por su apoyo
economico y moral en todo momento, quienes sin duda alguna sacrificaron todo en
la vida por hacer de mi un profesionista.

A mis hermanos

Javier, Edelmira, Bernardina, Genoveva, Melva, Baldomero y Jesius que me han
apoyado con su carifio desde que inicie la carrera, alentdndome en todo momento a
seguir adelante.

A mi esposa

Ma. Del Socorro Hurtado de Sixtos por su apoyo moral en esta fase final de mi
carrera.

A mis amigos y compaieros de escuela

En general a todos mis amigos y compaferos que de una u otra manera
contribuyeron en mi formacion profesional.

A mi asesor

MC. Certificado. José Luis Carlos Bedolla Cedefio que dedico el tiempo suficiente
para desarrollar y culminar este trabajo.

A la MVZ. Verodnica Sanchez Aguirre. Asesor Técnico de GGAVATT.

Por su gran contribucion en el desarrollo de este trabajo y sobre todo por haberme
alentado a culminar el mismo.



A las Quimico-Farmacobiologo, Rosalva Mejia Alfaro e Irma Renteria
Soldérzano.

Por sus ensefianzas y apoyo en el trabajo y técnicas de laboratorio.

A los productores de Cheran

Por su gran apoyo y facilidades prestadas para la obtencion de las muestras e
informacion de sus hatos lecheros, los cuales fueron esénciales para el desarrollo
del presente trabajo.

A la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia

Por brindarme el espacio y los medios necesarios durante mi formacion profesional.



DEDICATORIAS

A mis padres, que me han apoyado en todo momento y guiandome aun en tiempos
dificiles.

A mis hermanos, que fueron comprensivos y tolerantes en todos los aspectos.

A mi esposa, por su apoyo y comprension.

A mis hijos, Nazaret Sixtos Hurtado y Omar Sixtos Hurtado, por ser la razén de mi
existir.

A mis sobrinos, a todos en general por su apoyo moral.



El presente trabajo sobre la  “Frecuencia y etiologia de la mastitis bovina en
Cheran, Michoacan” forma parte del proyecto 14.10 Uso de extracto de semillas
de citricos para el control de la mastitis bovina, financiado por la Coordinacién de
la Investigacion Cientifica de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo

en el programa de Investigacion 2010.



INDICE

Paginas
INTRODUGCCION. ...t e en e 1
MASTITIS BOVINA . . ..ottt e e e e e ee e e e e sabaneeaeeeanes 1
MaStitiS ClNICA. ....ee e 2
MastitisS SUDCHNICA .....ceeeeiiiiieiieie e 4
CLASIFICACION DE LOS AGENTES CAUSANTES DE LA
MASTITIS BOVINA . ..o e 5
ESTAFILOCOCOS. ...ttt e 7
Clasificacion de l0s estafiloCoCOS. ..........oiiiiii 7
Estafilococos Coagulasa Negativos (ECN)............ooooiiiiiiii e 8
Estafilococos Coagulasa Positivos (ECP).........ccoiiiiiiiiee 9
Staphylococcus INtermediUs. ......... ..o 9
StaphyloCOCCUS RYICUS. ... 9
StaphylOCOCCUS QUIGUS. ... 10
StaphyloCOCCUS ChrOMOGENES........uiii e 13
Corynebacteriim DOVIS. ........ ..o 14
Corynebacteria NONlPOPRIlIC. ..o e 14
MyCopIasma BOVIS. ... 14
Mycoplasma agalactiae. ............ ..o 15
GENEIO SHrEPIOCOCCUS. ... ... e e aeae e 15
Aislamiento e identificacion.......... ... 16
Streptococcus agalactiae............ ..o 17
SUEPIOCOCCUS UBEIIS......cccceee oo et e e e e e e e eaas 17
Streptococcus dysgalactiae. .........o.oeieiii i 18
ESCherichia COli.........ooui 19
Arcanobacterium PYOGENES. ... .oui i 21
HONGOS Y Levaduras. ....... ..o 21



HIPOTESIS. ..ottt 22

OBUETIVOS . ..ot 22
MATERIALY METODOS ... ..t e, 23
Area de eStUAIO. .........cooee e 23
Material biolOQICO. ... ..o 23
METOAO. . . 23
Procesamiento de las muestras en el laboratorio.................ccooiiiiiiiiinl. 24
RESULTADOS Y DISCUSION. ......ouuiiiiiie e 26
CONGCLUSIONES. ...ttt ettt e naees 2 e e e e e e e e annnaeeaaeaanns 31

LITERATURA CITADA . ..t e e 32



INTRODUCCION

MASTITIS BOVINA

La Mastitis es una enfermedad altamente prevaleciente en el ganado lechero, y es
una de las enfermedades mas importantes que afecta mundialmente la industria lechera;
pues ocasiona peérdidas econdmicas muy fuertes a todos los productores de leche en el
mundo () debido a la disminucion en el rendimiento de leche y un aumento en el numero
de tratamientos clinicos y desecho temprano de vacas. Por lo que se ha reconocido,
durante algun tiempo, como la enfermedad mas costosa en los hatos lecheros (Ceron-
Munoz et al., 2002; Correa y Marin, 2002; Wellenberg et al., 2002; Boulanger et al., 2003).

Es una enfermedad compleja que puede definirse simplemente como una
inflamacion de la glandula mamaria. Inflamacién que es causada mas comunmente por
infeccion intramamaria con un patdégeno, pero también puede ser causada por una lesion
(herida) y, menos frecuente, por alergia y neoplasias (Kerr et al., 2001; Menzies y
Ramanoon, 2001; Bedolla, 2004; Guizar y Bedolla, 2008).

La mastitis bovina normalmente se da como resultado de la infeccion intramamaria
por bacterias que pueden producir la enfermedad de manera clinica o subclinica. Es decir,
puede ser acompafada de signos clinicos o no. Una inflamacién intramamaria esta
asociada con un aumento en el conteo de células somaticas en la leche. Sin embargo, la
magnitud del aumento en el conteo de células somaticas (CCS) varia de acuerdo a la

bacteria involucrada en la infeccion intramamaria (Djabri, 2002; Field, 2003).



Mastitis clinica

La mastitis clinica es definida como una anormalidad observada por los ganaderos
en cualquiera de los dos casos: la leche y/o la ubre. Es un problema que subsiste en
muchos hatos lecheros (De Mol, 2000 Tollersrud, 2000).

Se caracteriza por la tumefaccion o dolor en la ubre, enrojecimiento, la leche
presenta una apariencia anormal y, en algunos casos, hay aumento de la temperatura
rectal, letargo, anorexia e incluso la muerte. Ademas, las bacterias estan presentes en la
leche, el rendimiento es muy reducido, y su contenido esta alterado considerablemente
(Barkema et al., 1999; Guizar y Bedolla, 2008).

En algunos casos la inflamacion de los cuartos mamarios es acompanada de
signos clinicos (signos pronunciados de inflamacion mamaria y de enfermedad sistémica),
por lo que es diagnosticada entonces como mastitis clinica). La cual puede presentarse

de manera aguda y cronica (Djabri, 2002).

En su forma aguda, la mastitis clinica se caracteriza por su condicion de aparicion
subita, la leche es de apariencia anormal, hay enrojecimiento, tumefaccién, y dolor en la

ubre, con o sin sintomas sistémicos.

En la forma crénica, se presenta una infeccién de la ubre de larga duracion con
leche de apariencia anormal y/o cambios al realizar la palpacién del tejido de la ubre
(Schrick et al., 2001).




La mastitis clinica debida a Escherichia coli, estreptococos ambientales, y
Staphylococcus aureus continua siendo un problema importante. Y puede ser una
condicién aguda y dolorosa que afecta el comportamiento animal ((Schukken et al., 1999;
Zadoks, 2002).

Durante la primera lactacién, este tipo de mastitis, resulta en obvias pérdidas como
son disminucion en la produccion de leche y alteraciones en la composicion de la misma
(Barker et al., 1998).

En un estudio realizado por Barker et al. (1998) demostraron que las vacas con
mastitis clinica durante la primera lactacién presentaron un prolongado intervalo hasta el
primer servicio (94 dias) comparado con animales que no presentaron mastitis clinica (71
dias). Ademas, las vacas con mastitis clinica entre el primer servicio y el establecimiento
de la gestacion tuvieron un aumento en el numero de dias abiertos y un doble aumento de

servicios por concepcion (Hockett et al., 2000).

Los costos estimados por mastitis clinica varian dependiendo del pais y
presupuesto e incluyen los costos del tratamiento y veterinario, la reducida produccién de
leche durante la parte restante de la lactacion, las pérdidas de leche que ha sido
desechada debido a contaminacién con antibiéticos, eliminacion temprana, labor extra,
disminucién de la calidad de la leche e incremento de los riesgos de la enfermedad en el

futuro.

Los costos de la mastitis clinica reportados por granjeros de Estados Unidos varian
de 108 a 122 délares por caso, en base a medicamentos y veterinario, preventivos, de

trabajo extra, desecho y pérdidas de leche (Heringstad et al., 2000).
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Mastitis subclinica

La mastitis subclinica es definida como la presencia de un microorganismo en
combinaciéon con un conteo elevado de células somaticas de la leche. El conteo elevado
de células somaticas en la leche indica mastitis subclinica (De Mol, 2000; Hultgren, 2002;
Tollersrud, 2000; Guizar y Bedolla, 2008).

Este tipo de mastitis no presenta cambios visibles en la leche o ubre. Se caracteriza
por el reducido rendimiento de leche (Barkema, 1999), composicion alterada de la leche y
la presencia de componentes inflamatorios y bacterias en la leche (Heringstad et al.,
2000).

Cuando los signos no son visibles, la presencia de patogenos y las modificaciones
citolégicas de la leche traen como resultado una mastitis subclinica, por lo que las
técnicas de laboratorio como la medicion del conteo de células somaticas y el cultivo
bacteriolégico son necesarios para detectar inflamacion e infeccion (Barker et al., 1998;
(Djabri, 2002)).

La mastitis, particularmente subclinica y cronica, es la mas persistente y mas amplia
del grupo de enfermedades de importancia por la higiene de la leche en el ganado lechero
(Ariznabarreta et al., 2002; Guizar y Bedolla, 2008).

La mastitis subclinica ocurre frecuentemente, y puede conducir a grandes pérdidas

econdmicas debido al reducido rendimiento de leche, y multas a causa de los elevados
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conteos de células somaticas presentes en los tanques de leche (Wellenberg, et al .,
2002; Guizar y Bedolla, 2008).

En la practica, los casos de mastitis subclinica con frecuencia no son detectados
rapidamente, o pueden incluso no ser reconocidas por el ordenador (Wellenberg, et al .,
2002).

En los Estados Unidos, los costos anuales de la mastitis han sido estimados entre
1.5-2.0 billones de ddélares americanos, mientras que las pérdidas de produccién de leche,
debidas a mastitis subclinica, y los costos elevados por el reemplazo de vacas asociado
con un conteo elevado de células somaticas han sido estimados en 960 millones de
dolares americanos (Kerr et al., 2001; Wellenberg et al., 2002 Nash et al., 2003).

Segun Wellenberg et al. (2002), actualmente las pérdidas ocasionadas por ambos

tipos de mastitis clinica y subclinica pueden ascender al 20% de la produccién potencial.

CLASIFICACION DE LOS AGENTES CAUSANTES DE LA MASTITIS BOVINA

Clasicamente, los patéogenos de la mastitis han sido divididos en organismos
contagiosos y ambientales; en base a su asociacién epidemioldgica con la enfermedad y
a su proclividad de causar la infeccion oportunista, persistente o transeunte,
respectivamente (Riffon et al., 2001; Rossitto et al., 2002; Bedolla y Castafieda, 2003).

Segun Riffon et al. (2001) las bacterias responsables de la mastitis bovina pueden ser
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clasificadas como contagiosas y ambientales, dependiendo de su reservorio primario y el

ambiente contra el cuarto de la glandula mamaria infectada.

Los patdgenos contagiosos de primera importancia incluyen al Staphylococcus
aureus, Streptococcus agalactiae, Corynebacterium spp., y Mycoplasma spp. (Riffon et
al., 2001; Rossitto et al., 2002; Djabri et al., 2002; Jayarao y Wolfgang, 2003). Estos
organismos se transmiten de vaca a vaca, donde el reservorio primario que alberga los
patdgenos es el animal infectado o el cuarto de la ubre (Rossitto et al., 2002; Zadoks et
al., 2001), y la exposicion de los cuartos mamarios no infectados se restringe al proceso
de la ordefa (Zadoks et al., 2001; Zadoks, 2002; Bedolla y Castafieda, 2003).

Los patogenos contagiosos de la mastitis como el Staphylococcus aureus y
Streptococcus agalactiae que son infecciosos a nivel individual y a nivel de poblacién
(Zadoks, 2002), han sido reportados bajo control en los hatos lecheros a través del uso de
practicas de manejo que utilizan la desinfeccion de las tetas después de la ordena, terapia
de la vaca seca, desecho, mantenimiento del equipo de ordefio, y terapia antibidtica de
las infecciones intramamarias (Rossitto et al., 2002; Bedolla y Castafieda, 2003; Guizar y
Bedolla, 2008).

Los patdogenos ambientales a diferencia de los contagiosos son transmitidos entre
las ordefias por el ambiente que sirve como la fuente primaria de estos organismos. Los
patdbgenos principales en este grupo son los bacilos entéricos Gram-negativos
(Escherichia coli, Klebsiella spp.), Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis, y
Enterococcus spp. (Rossitto et al., 2002; Bedolla y Castafieda; 2003; Guizar y Bedolla,
2008).
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La mastitis ocasionada por patégenos ambientales es el principal problema que
afecta a muchos hatos lecheros bien manejados, que aplican un programa de control de

los patdgenos contagiosos de la mastitis (Calvinho et al., 1998; Phuektes et al., 2001).

A pesar de que la mastitis por organismos contagiosos (especialmente
Streptococcus agalactiae) ha disminuido por mejoramiento en el manejo, las pérdidas
econdmicas debido a la enfermedad pueden continuar porque los organismos causales no

pueden ser erradicados del medio ambiente de las vacas lecheras (Nash et al., 2002).

ESTAFILOCOCOS

Los estafilococos, son cocos Grampositivos (de 0.5 a 1.5 um de diametro) que se
presentan sueltos, en parejas, en pequefias cadenas (de 3 a 4 células) y mas
caracteristicamente en grupos irregulares en forma de racimos (su denominacion procede
del griego staphylé, racimo de uvas). Son anaerobios facultativos catalasa positivos,
generalmente oxidasa negativos, no esporulados, inmoéviles y generalmente no forman
capsula o tienen una limitada formacion capsular (Vadillo et al., 2002; Guizar y Bedolla,
2008).

Clasificacion de los estafilococos

Los estafilococos, segun produzcan o no la enzima coagulasa, se clasifican en dos
grupos: Estafilococos Coagulasa Negativos (ECN) y Estafilococos Coagulasa Positivos
(ECP). Existe una buena correlacion entre la produccion de coagulasa y la capacidad
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patdgena de los estafilococos, de tal manera que, en general, se considera que los ECP

son patogenos y que los ECN no lo son (Vadillo et al., 2002; Guizar y Bedolla, 2008).

En el grupo de los Estafilococos Coagulasa Negativos se incluyen el Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus chromogenes, y otros como Staphylococcus sciuris 'y

Staphylococcus lentus.

En el grupo de Estafilococos Coagulasa Positivos se incluyen al Staphylococcus
intermedius, Staphylococcus hyicus, Staphylococcus aureus. Estas especies producen

procesos patolégicos en los animales (Vadillo et al., 2002).

Estafilococos Coagulasa Negativos (ECN)

Los ECN incluyen un numeroso grupo de especies que se caracterizan, como su
nombre indica, por no producir coagulasa. Las especies que se presentan en los animales
domésticos carecen de clumping factor, no producen ADNasa termoestable en que
algunos pueden mostrar actividad hemolitica, ésta suele aparecer lentamente y ser débil
(Vadillo et al., 2002).

Aunque se consideran tradicionalmente como no patdégenos, desde hace anos se
sabe que determinadas estirpes pueden comportarse como oportunistas patégenos tanto
en los animales domésticos como en el hombre. En los animales domésticos estos
patdgenos se han asociado basicamente a infecciones intramamarias, que por lo general
tienen caracter subclinico, pero también pueden dar lugar de vez en cuando a mastitis
clinicas (Vadillo et al., 2002).



Los ECN se consideran como patdégenos secundarios o menores en la mastitis
bovina porque generalmente producen infecciones subclinicas con un incremento
moderado de recuento de células somaticas (RCS, el indicador de infeccion mamaria mas
aceptado). S. chromogenes, S. simulans 'y S. epidermidis, son las especies mas comunes
en las infecciones intramamarias bovinas (Vadillo et al., 2002).

Estafilococos Coagulasa Positivos (ECP)

Staphylococcus intermedius

El habitat natural de la S. intermedius es la piel y las membranas mucosas de los
carnivoros, y raramente se aisla en el hombre. S. Intermedius es coagulasa positiva, pero
solo algunas cepas clumpling factor positivas. Esta especie se caracteriza también,
porque sus colonias no son pigmentadas y por producir ADNasa termoestable y
hemolisina beta. Ademas a diferencia del Staphylococcus Aureus, produce
betagalactosidasa, no produce acetoina y da lugar a una reaccion débilmente positiva o

retardada en la produccion de acido a partir de la maltosa. (Vadillo et al., 2002).

Staphylococcus hyicus

S. hyicus es coagulasa variable, negativo para el clumpling factor y no hemolitico,
produce ADNasa termoestable y una toxina epidermolitica, y sus colonias no son
pigmentadas. (Vadillo et al., 2002).
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Staphylococcus aureus

El Staphylococcus aureus (S. aureus) es la principal causa de infeccion
intramamaria en los rumiantes (Bayles et al.,1998; Yugueros et al.,1999; Zadoks et al.,
2000; Mullarky et al., 2001) por lo que se le considera el agente causal mas importante y
frecuente de la mastitis bovina (Ferens et al., 1998; Lammers et al., 2000; Sordelli et al.,
2000; Tollersrud et al., 2000; Fitzgerald et al., 2001; dos Santos et al., 2002; Guizar y
Bedolla, 2008).

Aunque varios patdégenos bacterianos pueden causar la mastitis, el S. aureus es el
primer agente etioldgico en la mayor parte del mundo (Tollersrud et al., 2000), ha surgido
como el mas prevaleciente, y una vez establecido en la glandula mamaria es muy dificil
de erradicar (Sordelli et al., 2000) y causa las pérdidas econdmicas mas considerables en

la industria de la leche (Lammers et al., 2000).

En muchos paises el S. aureus es un patdégeno de la ubre, muy importante que
causa la mastitis (Bjorland et al., 2001). En 1998 Smith, informo de un brote de mastitis
causada por S. aureus, en el estado de Washington, en un hato lechero (Middleton et al.,
2002); el S. aureus y las bacterias estreptococales son los agentes etiologicos mas
comunes involucrados en los casos clinicos y subclinicos de mastitis en los hatos

lecheros de Nueva Zelanda (Guizar y Bedolla, 2008).

El S. aureus es el patdgeno principal responsable de una amplia gama de
infecciones agudas y crénicas. El primer paso en las infecciones por S. aureus es la
adherencia a las diferentes superficies y colonizacion de tejidos del organismo infectado.

Para este propdsito el S. aureus presenta una familia de adherencias llamada MSCRMMs

10



(componentes de la superficie microbiana que reconocen las moléculas adhesivas de la
matriz) (Guizar y Bedolla, 2008).

Estas interacciones permiten al S. aureus adherirse a una variedad de lineas
celulares y promover la invasion y muerte por apoptosis de células epiteliales infectadas.
Otro paso en la colonizacion del S. aureus es la formacion de una biopelicula. La
formacion de esta biopelicula es una inquietud importante en las infecciones porque
protege a los microorganismos de los leucocitos y antibidticos, llevando a la infeccidn
cronica y septicemia. Fenomenos similares ocurren con otras bacterias patégenas, como
Staphylococcus epidermidis, Streptococcus pneumoniae, Klebsiella pneumoniae,
Neisseria meningitisdis, Escherichia coli y Haemophylus influenzae (Cucarella et al., 2002;
Guizar y Bedolla, 2008).

El S. aureus se reconoce mundialmente como una causa frecuente de infecciones
intramamarias subclinicas en las vacas lecheras (Riollet et al., 2001). El reservorio
principal del S. aureus parece ser el cuarto infectado y la transmisién entre las vacas,
normalmente, ocurre durante la ordefia (Akineden et al., 2001), la interaccion del S.
aureus con las células de la glandula mamaria bovina es considerada esencial en el rol
que desempeia en la patogénesis de la mastitis (Lammers et al., 1999; Guizar y Bedolla,
2008).

Recientemente se ha demostrado que el S. aureus induce la apoptosis en las
células epiteliales de la glandula mamaria bovina, indicando que este proceso pudiera
estar involucrado en la persistencia o patogénesis de este patégeno (Wesson et al.,
1998).

11



En recientes experimentos que evaluan la invasion y supervivencia intracelular del
S. aureus en las células del tejido endotelial, epitelial y osteoblasto; se ha indicado que la
supervivencia intracelular pudiera contribuir a la persistencia del patégeno, induciendo

endocarditis, mastitis bovina y osteomielitis (Gresham et al., 2000).

El S. aureus es actualmente uno de los patégenos mas dificiles de controlar porque
puede extenderse rapidamente entre el hato y puede responder pobremente a una terapia
antibidtica convencional (Soltys y Quinn, 1999); la naturaleza crénica de la mastitis bovina
por S. aureus, indica que algunos productos o componentes de este patdgeno pueden

interferir en el desarrollo de la inmunidad protectora (Ferens et al., 1998).

Este patdégeno puede causar muchas enfermedades en los humanos y animales
(Fitzgerald et al., 2001), es el agente causal de muchas infecciones oportunas en los
humanos y los animales (Yugueros et al., 1999). Las infecciones debidas al S. aureus es
de la mayor importancia en la medicina veterinaria y humana (Zadoks et al., 2000). En el
humano el S. aureus es un patdogeno responsable de la septicemia, endocarditis y el
sindrome del shock toxico; ocasionando la mastitis en las vacas y ovejas (Fitzgerald et al.,
2001).

El S. aureus exporta una gran variedad de enzimas, algunas de las cuales tienen
factores de virulencia conocidos (Reed et al., 2001), algunas de estas enzimas son
capaces de incrementar las caracteristicas invasoras del microorganismo y lo protegen de

los mecanismos corporales de defensa (Guizar y Bedolla, 2008).

El S. aureus sigue siendo un patdégeno persistente alrededor del mundo que causa

serias infecciones. Las enfermedades que se han asociado con el S. aureus son diversas,

12



yendo de las infecciones en heridas menores a las enfermedades mas serias, incluso la

endocarditis, osteomielitis y el shock séptico (Wesson et al., 1998).

Staphylococcus chromogenes

El Staphylococcus chromogenes (S. chromogenes) es considerado un patégeno
secundario de la mastitis bovina; sin embargo, muchos estudios recientes, han mostrado
la importancia que ha adquirido en la infeccién de la glandula mamaria bovina. EI S.
chromogenes puede causar infecciones mas severas que, en promedio, puede causar

otra especie de estafilococos (Devriese et al., 2002; Guizar y Bedolla, 2008).

En un estudio realizado por Zhang y Maddox. (2000); se encontré que no habia
ninguna diferencia significante en los parametros de inflamacion entre una infeccion por S.

aureus y una infeccion ocasionada por S. chromogenes.

El S. chromogenes es una especie que prevalece en la mastitis subclinica, con un
impacto bien establecido en el conteo de las células somaticas. En un estudio realizado
con 70 muestras de S. chromogenes se determind que todas eran susceptibles a la
accion de la neomicina, gentamicina, eritromicina, enrofloxacina, penicilina y a las
cefalosporinas, representadas en este estudio por la cloxacilina (Devriese et al., 2002;
Guizar y Bedolla, 2008).

13
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Corynebacterium bovis

El Corynebacterium bovis, frecuentemente se aisla de la leche de glandulas
mamarias de vacas infectadas de mastitis (Hommez et al., 1999; Watts et al., 2000) y es
asociado con la reduccion en la produccion de leche (Watts y Rossbach, 2000). Esta
relacionado con formas muy apacibles de inflamacion mamaria. La unica manifestacion de
esta infeccion, es un ligero aumento de la cuenta de células somaticas (Hommez et al.,
1999).

Corynebacteria nonlipophilic

La Corynebacteria nonlipophilic ha sido asociada con mastitis clinica y subclinica
en vacas lecheras; se han identificado cuatro especies: El Corynebacterium amycolatum,
Corynebacterium ulcerans, Corynebacterium pseudotuberculosis y el Corynebacterium

minutssimum (Hommez et al., 1999).

Mycoplasma bovis

El Mycoplasma bovis induce varias manifestaciones clinicas en el ganado, como la
mastitis, artritis y pulmonia; se ha extendido mundialmente, sobre todo en Europa y
América del Norte, produciendo grandes pérdidas econdmicas en la industria lechera y en
la produccién de carne (Brank et al., 1999).
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Mycoplasma agalactiae

El Mycoplasma agalactiae es el principal agente causal de la agalactia contagiosa.
Este sindrome es caracterizado por la agalactia, la mastitis, la artritis y a veces la
Queratoconjuntivitis. Causa severas pérdidas economicas, particularmente en los hatos
de ganado lechero, debido a que el Mycoplasma agalacatiae es persistente y muy

contagioso, que hace casi imposible la produccion regular de queso (Fleury et al., 2001).

Género Streptococcus

El término Streptococcus (Streptds, trenzado; kdékkos, grano) fue utilizado por
primera vez por Billroth, en 1874. Para describir unos microorganismos de forma cocacea,
dispuestos en cadena. Son células esféricas u ovoides, con un diametro de 0.5 a 2 ym,
que se dividen en un plano y pueden quedar adheridas y formar parejas o bien cadenas
largas cuando crecen en medios de cultivo liquido. A excepcion de algunas especies, son

generalmente inmdoviles y no capsuladas (Vadillo et al., 2002; Guizar y Bedolla, 2008).

Los estreptococos son organismos Gram-positivos, de catalasa negativa, que
frecuentemente son aislados de la glandula mamaria bovina y de tanques de leche cruda
(Sawant et al., 2002).

Algunos organismos que pertenecen al genero Enterococcus y Streptococcus en
particular el Enterococcus faecium, Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae,

Streptococcus equinus y el Streptococcus uberis, han sido bien documentados como
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agentes etioldgicos de mastitis bovina y sus resultados han provocado severas pérdidas

econdmicas a la industria lechera (Sawant et al., 2002).

Los estreptococos son, probablemente, el segundo grupo en importancia, después
de los estafilococos, responsables de la mastitis. Aunque el Streptococcus agalactiae, el
Streptococcus uberis y el Streptococcus dysgalactiae son las especies mas
frecuentemente identificadas, otra especie de estreptococos, el Streptococcus
parasanguinis, ha sido implicado en las infecciones de la glandula mamaria (Las Heras et
al., 2002 Guizar y Bedolla, 2008).

Aislamiento e identificacion

Para el aislamiento de los estreptococos se utilizan medios enriquecidos con
sangre o suero y medios de cultivo selectivos, que pueden llevar en su composicion cristal
violeta, sulfato de talio y, en ocasiones, sustancias antimicrobianas; la incubacion se
realiza a 37 °C en aerobios o microaerofilia durante 18 a 24 horas, transcurridas las
cuales se pueden observar colonias con un diametro de 0.5 a 2 mm, de bordes regulares,
transparentes u opacas y convexas. En medios de cultivo con sangre, los estreptococos
pueden producir distintos tipos de hemolisis: Hemalisis B que se caracteriza por una lisis
total de los hematies, hemdlisis a, que corresponde a una decoloracion incompleta
alrededor de la colonia, rodeada de de una zona de tonalidad verdosa de 1 a 3 mm, y
hemolisis y 0 ausencia de hemdlisis. La capacidad hemolitica de la bacteria se debe a dos
enzimas: la estreptolisina O (que se inactiva en presencia de oxigeno) y la estreptolisina S
(que permanece estable en presencia de oxigeno, y cuya produccion es inducida por el
suero) (Vadillo et al., 2002; Guizar y Bedolla, 2008).
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Streptococcus agalactiae

El Streptococcus agalactiae es considerado una de las mayores causas de
infecciones intramamarias bovinas. Es un patégeno muy contagioso de la glandula
mamaria, donde puede sobrevivir por largos periodos de tiempo (Martinez et al., 2000);
esta bacteria es considerada una de las mayores causas de infecciones intramamarias

bovinas particularmente en América del Norte (Poyart et al., 2001).

En los paises donde se ha controlado el Streptococcus agalactiae, los patdbgenos
mas importantes son el Staphylococcus aureus, el Streptococcus dysgalactiae y el
Streptococcus uberis. En general las especiesnormalmente aisladas, a nivel mundial, de
estafilococos coagulasa negativos parecen ser de Staphylococcus chromogenes,
Staphylococcus epidermidis y de Staphylococcus simulans. Algunas diferencias en la
patogenicidad entre las diferentes especies de ECN han sido observadas. Asi, se
encuentra al Staphylococcus simulans mas frecuentemente asociado con las infecciones
clinicas que las otras especies y asociado con la reaccion de una inflamacién aumentada
(M¢ller et al., 1999; Guizar y Bedolla, 2008).

Streptococcus uberis

El Streptococcus uberis es una bacteria patdgena medioambiental que induce, en
una proporcién significativa, la mastitis clinica bovina en todo el mundo (Johnsen et al.,
1999; Phuektes et al., 2001); Por consiguiente la mastitis medioambiental se ha vuelto un

gran problema (Phuektes et al., 2001; Guizar y Bedolla, 2008).
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El Streptococcus uberis es un importante patdgeno medioambiental involucrado en
los casos de mastitis subclinica y clinica durante el periodo de lactacion temprana y el
periodo seco, y es responsable del 12 al 14% de la mastitis clinica en vacas lactantes
(Smits et al., 1998).

En el Reino Unido es responsable de alrededor del 20% de todos los casos de
mastitis bovina (Johnsen et al., 1999); sin embargo Ward et al. (2001), afirman que es el
responsable del 33% de los casos detectados de mastitis bovina. En Dinamarca podrian
relacionarse el 23% de los casos de mastitis en los hatos lecheros con la infeccién por

este patdgeno (Johnsen et al., 1999).

Se han diferenciado 31 especies del género Streptococcus incluidas las especies
S. uberis y S. parauberis, ambas especies son bien conocidas como agentes causales de

mastitis bovina (Hassan et al., 2001; Guizar y Bedolla, 2008).

Streptococcus dysgalactiae

La mastitis causada por patégenos medioambientales es un gran problema que
afecta a los hatos lecheros. De entre los patdgenos medioambientales, el Streptococcus
dysgalactiae ha sido frecuentemente aislado de lasinfecciones intramamarias durante la

lactacion y el periodo seco (Calvinho et al., 1998; Guizar y Bedolla, 2008).

El Streptococcus dysgalactiae es una de las especies bacterianas mas importantes
aislada en la mastitis bovina. El de la especie hemolitica, es un patégeno muy comun en

la mastitis clinica y subclinica (Vasi et al., 2000).
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La prueba serologica de Lancefield a la bacteria Streptococcus dysgalactiae, del
grupo C, la identifica como uno de los patdbgenos mas comunes de mastitis bovina, que
causa pérdidas econdmicas mas grandes en la industria de la leche (Vasi et al., 2000;
Song et al., 2001).

Este patdgeno es muy capaz de sobrevivir en la boca, vagina y piel de los animales
saludables que pastan. Debido a su situacién medioambiental, los métodos de higiene
normales y la terapia del antibidético son menos eficaces previniendo las infecciones por
Streptococcus dysgalactiae que las infecciones por otro patégeno contagioso (Vasi et al.,
2000; Song et al., 2001; Guizar y Bedolla, 2008).

Escherichia coli

La mastitis medioambiental es causada por bacterias coliformes. La mayoria de las
bacterias coliformes son clasificadas como Escherichia coli (E. coli). La mastitis
ocasionada por la E. coli es normalmente esporadica y las sefiales clinicas varian desde
muy severa, incluso formas fatales, a mastitis apacible, donde las vacas tienen solo

sefales locales en la ubre (Kaipainen et al., 2002; Guizar y Bedolla, 2008).

La mastitis es un problema importante en la industria lechera y la mastitis producida

por E. coli es sobre todo la principal enfermedad en las vacas (Correa y Marin, 2002).

La razon para la importancia de la mastitis por Escherichia coli es su creciente

incidencia y los sintomas severos. Este aumento puede ser debido al uso rutinario de la
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terapia de la vaca seca, la cual es eficaz contra el organismo contagioso Gram positivo,
pero no contra el patdgeno medioambiental como E. coli. La infeccidén de la ubre por este
patégeno probablemente es resultado de contaminacion fecal (Correa y Marin, 2002:
Guizar y Bedolla, 2008).

De la gran variedad de patdgenos microbianos que pueden causar la mastitis
bovina, la E. coli y la Klebsiella pneumoniae son los patdégenos medioambientales mas
frecuentemente aislados de las infecciones intramamarias y son los principales causantes

de la mastitis clinica (Barkema et al., 1998; Lin et al., 1999).

La E. coli ha sido clasificada como un agente patogeno medioambiental que induce
la mastitis clinica, que es caracterizada por una intensa concentracion de neutrofilos, que

lleva a la eliminacion de las bacterias (Riollet et al., 2000; Guizar y Bedolla, 2088).

La tasa de mastitis clinica ocasionada por este coliforme varia entre los paises. En
Finlandia menos de 20%, pero en Israel mas del 60% de casos de mastitis son causados

por coliformes (Kaipainen et al., 2002).

Diversos factores de virulencia detectados a partir de bacterias E. coli patogénicas
ocasionan infecciones del tracto urinario, diarrea, septicemia y meningitis en animales y
humanos. La mastitis bovina es semejante a la infeccidén del tracto urinario en que la

infeccion es ascendente, causada por bacterias del ambiente (Kaipainen et al., 2002).
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Arcanobacterium pyogenes

El Arcanobacterium pyogenes es un habitante comun de los tractos respiratorio
superior, urogenital y el gastrointestinal de muchas especies animales domésticas. Sin
embargo, una herida fisica o microbiana a la ubre puede ocasionar una variedad de
infeccion supurativa de tipo piogénico, como la mastitis en las vacas y cabras lecheras
(Jost et al., 2001; Guizar y Bedolla, 2008).

Hongos y levaduras

La incidencia de mastitis debida a hongos es usualmente muy baja en los hatos
lecheros, pero algunas veces puede ocurrir en proporciones epizodticas (Krukowski et al.,
2000).

Diversas especies de levaduras han sido reportadas en muchos paises como
causantes de mastitis. La infeccion fungal de la glandula mamaria es predominantemente
causada por levaduras del género Candida. Los hongos no son un agente extrafo en la
mastitis bovina y son frecuentemente considerados en la mastitis medioambiental debido

a la pobre higiene animal (Krukowski et al., 2000; Guizar y Bedolla, 2008).

Algas

La Protothecosis es una forma severa de mastitis en ganado bovino causada por

las algas descoloridas del género Prototheca (Roesler et al., 2001).
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HIPOTESIS

Es factible que la frecuencia de mastitis bovina en Cheran, Michoacan sea
elevada, debido a la ausencia de practicas de higiene y desinfeccién de la ubre de las
vacas antes y después del ordefio.

OBJETIVOS

Determinar la frecuencia y etiologia de la mastitis bovina en Cheran Michoacan,
mediante la prueba de California (CMT).

Identificar los agentes patdgenos causantes de mastitis bovina.

22



MATERIAL Y METODOS

Area de estudio

El presente estudio se realizé6 del mes de Octubre 2010 a Enero de 2011, en el
municipio de Cheran, Michoacan, el cual se encuentra localizado al noroeste del estado
en las coordenadas 19°41° de latitud norte y 101°57°30” de longitud oeste, a una altura de
2,428 metros sobre el nivel del mar. Limita al norte con Zacapu al sureste con Nahuatzen;
al suroeste con Paracho y al noroeste con Chilchota.. Su clima es templado humedo con
lluvias en verano. La precipitacién pluvial anual es de 930.5, mm?, con una temperatura
media anual de 14.8 °C. (Inegi, 2002).

Material biolégico

Se tomaron muestras de 11 establos lecheros los cuales cuentan con 3 - 10 vacas
por establo. Los animales que se utilizaron para la toma de muestras fueron 50 vacas en
produccion de la raza Holstein-Friesian, de 3 partos en promedio y una produccion
promedio de leche al dia de 20 litros, las cuales se explotan bajo el sistema de produccion
lechera en pequefia escala. Tres de estos establos con ordefia mecanica y 8 con ordefia

manual.

Método

Para la determinar la frecuencia de la mastitis en los animales, se utilizé la prueba

de California (CMT). Para ello, se llevo a cabo primeramente el siguiente procedimiento:
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Toma de muestras. Las muestras se recolectaron directamente del pezén antes del
ordefio de la tarde por lo que se procedié primeramente a lavar con agua los pezones
sucios, evitando asi arrastrar las bacterias de la zona superior de la ubre hacia la piel del
pezon. Enseguida se realiz6 el secado de los pezones con toallas de papel desechable
dejandolos limpios para tomar la muestra, se desecharon los primeros chorros de leche
que tienen gran importancia, debido a que pueden contener bacterias; y se realizé la
desinfeccion de las puntas de los pezones con toallas desechables y alcohol etilico al
70%.

Una vez hecho lo anterior, se procedié a realizar la prueba de California, para lo
cual se utilizdé una paleta de plastico depositando en ella una muestra de leche de cada
cuarto, se mezclo con un reactivo de nombre comercial Diagmastin (Alquil-Aril-Sulfonato
mas Purpura de Bromocresol), haciendo movimientos rotativos, la leche de los cuartos
infectados forman un gel, el cual refleja la cantidad de células somaticas (leucocitos y
células epiteliales) de la leche, por lo que los resultados se leen como Negativos, Traza,

1, 2y 3, segun la cantidad de gel que se forma en el recipiente.

La prueba (CMT) se realiz6 en la segunda ordefa del dia en un horario de 4-6 pm.

Se utilizé una hoja de registro de la prueba de California para control de mastitis.

Procesamiento de las muestras en el laboratorio

El procesamiento de las muestras de leche de los pezones fue realizado al dia
siguiente del muestreo de acuerdo con el National Mastitis Council, 1999; Saran y Chaffer,
2000; y Sears y Mc Carthy, 2003. Es decir, después de un enfriamiento a 4°C en el
laboratorio de bacteriologia de la USAD de la FMVZ-UMSNH. Las muestras fueron
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sembradas en agar sangre con azida (Bioxon), y agar 110 estafilococos (Bioxon). Las
placas de agar fueron incubadas a 37°C y examinadas después de 24 y 48 hrs. Los
aislamientos de estafilococos fueron resembrados en agar con sangre de borrego e
identificados a través de la morfologia, la tincion de Gram, la prueba de catalasa, la

prueba de coagulasa de plasma de conejo, asi como la prueba de manitol y gelatina.

Asimismo, todos los aislamientos de Staphylococcus aureus fueron identificados
por los patrones de hemdlisis después de 24 hrs. de incubacién a 37°C. La hemdlisis fue
registrada como alfa hemolisis, y beta hemdlisis, doble hemdlisis (alfa +beta), y negativa
(no hemoalisis).

Las colonias que desarrollaron en agar McConkey y azul eosina de metileno, se

identificaron por su morfologia microscopica y pruebas bioquimicas.

25



"'q""..
) \\-‘:—{J 1.
e

“F.M.V.Z

RESULTADOS Y DISCUSION

Para determinar la frecuencia de mastitis subclinica se utilizd la prueba de
California para mastitis (CMT). Se muestrearon un total de 382 cuartos, de los cuales 270

resultaron negativos a la prueba de California.

28 vacas de un total de cincuenta, fueron las que resultaron afectadas: Es decir,

que presentaron reaccion positiva de un cuarto o mas. El numero de cuartos afectados

con mastitis

delantero izquierdo, 32; trasero izquierdo, 25 (Cuadro 1).

subclinica (112) fueron: delantero derecho, 28; trasero derecho, 27,

Cuadro 1. Frecuencia y porcentaje de cuartos afectados con mastitis

Cuartos Total %
Grado de infeccion DD TD DI Tl

Negativos 68 68 64 70 270 70.68
Trazas 11 15 20 14 60 15.71

1 3 22 5.76

2 18 4.71

3 1 12 3.14
Mastitis clinica 0 0 0 0 0 0.00
Cuartos afectados 28 27 32 25 112 29.32
Cuartos totales 96 95 96 95 382 100.00
Cuartos ciegos 0 2 0 0 2

Fuente: Investigacion directa, 2010-2011.
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En base a lo anterior, la frecuencia de mastitis subclinica encontrada en Cheran,
Michoacan, durante el periodo de estudio fue de 112 (29.32%) cuartos afectados, la cual
resulta elevada en comparacion con lo que sefialan (Philpot y Nickerson,1992), ya que en
estudios realizados en Estados Unidos, en la mayoria el nivel de infeccion fue del 12%. Y
de acuerdo a la Dairy Herd Improvement Associaton (DHIA), ésta senala que un nivel

aceptable de prevalencia por hato por afio es de un 15% (Dahi, 1988).

Sin embargo, el porcentaje encontrado en este estudio es bajo en comparacion con
lo reportado por Tena (1999), el cual encontré que la prevalencia de ganado afectado
durante el periodo de estudio fue de un 80.31%. El estudio mencionado fue realizado en 8

establos de 13 vacas en produccion de Téjaro, Michoacan.

Por otra parte, los resultados del examen bacterioldgico de las muestras de leche
de los cuartos de la glandula mamaria de las 127 vacas en ordefia, demostraron que en
un total de 85 muestras se identificaron 15 (17.65%) aislamientos de Staphylococcus
aureus, principal agente causante de mastitis bovina contagiosa, que ocasiona las
pérdidas econdmicas mas considerables a la industria lechera en el mundo (Lammers,
2000), 50 (58.82%) correspondieron a estafilococos coagulasa negativos, los cuales
representan el grupo de bacterias aisladas mas frecuentemente (Zecconi, 2002), de las
granjas lecheras en estudio, 9 (10.59%) fueron identificados como estreptococos esculina
positivos, mientras que el resto 11 (12.94%) fueron identificados como coliformes (Cuadro
2).
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Cuadro 2 Patégenos identificados en las muestras de leche recolectadas

de vacas con mastitis subclinica en Cheran, Michoacan.

No.
Microorganismos de muestras %
Estafilococos coagulasa
positivos (S. aureus) 15 17.65
Estafilococos coagulasa
negativos 50 58.82
Estrep. Esculina positivos 9 10.59
Acinetobacter 4 4.70
Moraxella 4 4.70
Enterobacter aerogenes 1 1.18
Pseudomonas aeruginosa 1 1.18
Serratia 1 1.18

Fuente: Investigacion directa, 2010-2011.

En un estudio realizado por Tirante y col. En Argentina, encontraron una

Prevalencia de Staphylococcus aureus de 31. 57% (Tirante, 1998).

Una predominancia de mastitis causada por Staphylococcus aureus en vacas ha
sido también reportado por (Bedolla et al. 2005). En este estudio realizado en el municipio

de Tarimbaro, Michoacan, se encontré que el Staphylococcus aureus y los estafilococos
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coagulasa negativos fueron las bacterias mas frecuentemente aisladas de las vacas con

mastitis en un 27 y 73% respectivamente.

En el presente trabajo, todos los aislamientos de Staphylococcus aureus fueron
identificados por los patrones de hemodlisis después de 24 hrs. de incubacion a 37°C.
Asimismo, la hemdlisis fue registrada como a, 3, doble (a + B), y negativa (no hemdlisis),
como lo sefalan Saran y Chaffer, (2000); Boerlin et al. (2003); Zschock et al. (2004);
Bedolla et al. (2004 ).

En otro estudio realizado por Bedolla et al. (2007) en Cotzio, Michoacan, se
encontré también que los principales agentes patdogenos causantes de mastitis en los
hatos lecheros fueron los estafilococos coagulasa negativos, los cuales se encontraron en
un 39% de las muestras, seguidos por los Streptococcus spp encontrados en un 36% de
estas. Lo cual demostré6 que la mastitis es causada principalmente por la falta de higiene
en los corrales y durante el proceso de la ordefia, ya que estos patdgenos no son propios
de la glandula mamaria sino que son transmitidos por el ordefiador a la vaca por contacto

directo.

Asimismo, Resendiz et al. (2007) en un estudio realizado en Maravatio, Michoacan
encontraron que el Staphylococcus epidermidis fue el patégeno mas comunmente
identificado (31% de las muestras), siendo este el principal agente ambiental, mientras
que por otro lado identificaron también al Staphylococcus aureus solamente en un 12.7%

del total de muestras realizadas.

Por otra parte, los resultados del examen bacteriologico de las muestras de leche

de los cuartos de la glandula mamaria de las 78 vacas en ordefia obtenidos por Galeana
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et al., (2007) realizado en Patzcuaro, Michoacan, identificaron 64 (18.44%) aislamientos
de Staphylococcus aureus, el cual es considerado el principal agente causante de mastitis
bovina contagiosa, que ocasiona las pérdidas econdmicas mas considerables a la
industria lechera en el mundo, mientras que el 24.49% (85) correspondieron a
estafilococos coagulasa negativos, los cuales representaron el grupo de bacterias
aisladas mas frecuentemente. Un 6.91% (24) correspondieron a estreptococos esculina
positivos, 0.57% a Eschericia coli y el resto 122 (35.46%) fueron identificados como otros

patdogenos causantes de mastitis.

En sintesis, como se puede pues observar en estos ultimos 3 estudios realizados
en diferentes municipios del estado de Michoacan, los estafilococos coagulasa negativos
son los patégenos mas frecuentemente identificados en el laboratorio, por lo que se
deben tomar las medidas adecuadas de higiene, limpieza y manejo en los hatos lecheros
por parte de los productores para de esta manera evitar excesivas pérdidas econdmicas.
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CONCLUSIONES

Se concluye que la frecuencia de mastitis subclinica en este municipio fue de un
29.32%, lo que representa un problema serio para los productores participantes en este
estudio, ya que los niveles encontrados son moderadamente altos en comparacion con
otros estudios realizados por otros investigadores, por lo tanto, las pérdidas econémicas

que ocasiona en la produccion lactea resultad ser elevadas.

Por otra parte, se encontré que los agentes causantes de la mastitis en los hatos
lecheros en estudio, es causada principalmente por estafilococos coagulasa negativos,
seguida por el S. aureus, agente principal causante de la mastitis contagiosa, que es una
de las enfermedades mas costosas y prevalentes en el ganado lechero y dificil de
erradicar, asi como por los estreptococos esculina positivos y bacilos coliformes. Por lo
que se recomienda implementar un programa adecuado de control de la mastitis que
comprenda las medidas adecuadas en el uso de desinfectantes de la ubre, higiene y
desinfeccion de los pezones antes y después de la ordefia, desecho, mantenimiento y
lavado adecuado de los utensilios y del equipo de ordefio, asi como una terapia antibiotica

intramamaria adecuada de las infecciones.
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