.

El Laboratorio de Diagnostico en e
control de las mamitis en
el ganado vacuno
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INTRODUCCION

Las actuacionesdirigidasala
mejora de la calidad de la leche
deben comprender, como mini-
mo, aguellas encaminadas a la
reduccion de laincidenciay pre
valencia de mamitis (descenso
del recuento celular), a un orde-
flo y conservacion de la leche
m&s higiénicos (descenso del
recuento bacteriano y ausencia
de microorganismos patégenos)
y a garantizar la ausencia de
inhibidores en la leche produci-
da en la explotacion.

La demanda analitica reque-
ridaaun laboratorio de diagnos-
tico de mamitis bovinas ha evo- |
lucionado en los Ultimos afos,
fruto de varios aspectos:

e El nuevo concepto integral
de la calidad higiéica de la
leche.

» La creciente demanda de los ganade-
ros de servicios encaminados a la mejora
delacalidad de laleche.

» La formacion especifica en este area
delosveterinarios, asi como de otros equi-
pos pluridisciplinares (ingenier os técnicos,
personal de revision de equipos de ordefio
y del control lechero, etc..)

* LaNomativalLega Comunitariay las
exigencias de laindustria lactea.

En este contexto, € laboratorio de
diagnostico debe sr una heramienta
imprescindible, como otras, para el éxito
de los programas de mejora de calidad de
la leche. Sin embargo, para que esta
herramienta sea (til y eficaz es necesario
que sus usuarios conozcan algunos aspec-
tos relativos a la recogida y seleccion de
muestras e interpretacion y limitaciones
de las técnicas microbiolégicas. A conti-

* AnaliticaVeterinaria
** Dpto. de Sanidad. Gobierno Vasco.
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nuacion se comentan estos aspectos rela-
cionados exclusivamente con la mamitis.

RECOGIDA Y SELECCION DE LAS
M UESTRAS DE LECHE PARA ANALISIS
B ACTERIOLOGICOS

El andlisis bacteriol6gico es una herra-
mienta fundamental de diagnéstico de las
infecciones mamarias; sin embargo su uso
debe racionalizarse. La seleccion de mues-
tras debe acomodarse a tamafio de la
explotacion y a la problemética observa-
da. En cualquier caso, nuestra propuesta
comprende la recogida de muestras de
leche de cuarterones de vacas de primer
parto y de vacas multiparas con mamitis
subclinicas y mamitis clinicas no someti-
das a tratamiento, y finalmente, la leche
del tanque.

Establecidos estos criterios, e nUmero
genérico de muestras de leche individua
les necesarias para €l diagnostico de la
problemética de mamitis podria ser de

aproximadamente 10 en explo
taciones de tamafio pequefio y
medio (hasta 100 vecas). En
explotaciones de mayor tamafio
el porcentaje de animaes a
muestrear variaria entre e 10 y
3%, siendo menor a medida que
aumenta el tamafio del rebario.
Asi por ggemplo, nuestro labora-
torio distribuye entre nuestros
clientes un kit denominado “9 +
1" paralarecogida de muestras,
que incluye 9 tubos etiquetados
para la recogida de muestas de
cuarterén, un tubo con conser
vante para la recogida de leche
de tanquey unafichaclinicaque
facilite la interpretacion epide-
miolégica de los resultados
micr obioldgicos.

La asepsia en la recogida de
las muedras de leche es una
cuestion bésica y requisito
imprescindible para la fiabilidad de los
resultados. En sintesis, los pasos a seguir
son los siguientes:

1.- Lavado del areadel esfinter del pezon,
s0lo en los casos en los que la suciedad
Sea excesiva.

2.- Desinfeccion del esfinter del pezon
con unatorunda de algodén impregna
daen etanol.

3.- Repetir la desinfeccion s la suciedad
observada asi o aconsgjara.

4.- Desechar los dos primeros chorros de
leche emitidos.

5.- Recoger un Unico chorro de leche,
emitido horizontalmente para evitar la
contaminacion por particulas del aire
y/o suciedad, en tubos de boca estre
cha y cerrados rapidamente con €
tapon arosca, que se habra mantenido
entre |os dedos boca abgjo.

6.- Refrigerar inmedigtamente les mues
tr&s, 0 congelar essi sevaademorar
envio al laboratorio masde 48 horas
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INTERES DEL DIAGNOSTICO ETIOLOGICO DE LAS MAMITIS = Deteccion de mamitis clinicas de ani-
males no tratados. La recogida de estas
Caracteristicas diferencial es entre Mamitis Ambientales y Mamitis Contagiosas muestras es el apartado mas complicado,
Estrep. Ambientales y Coliformes| Str. agalactiaey S. aureus ya q!*‘? la ,C(,)' ncidencia de episodi O_S . de
Localizaci6n primaria Ambiente Interior de la ubre mamitis clinicas que no hayan recibido
Signos Clinica Subclinica tratamiento, con la visita de intervencion
Duracion Corta Larga veterinaria no siempre es factible. La pro-
RCS tanque A menudo bajo A menudo alto puesta que realizamos es que el ganadero
Estimacion del riesgo de los diferentes microor ganismos registre |os casos de mamitis clinicas, tome
- - - — las muestras antes del tratamiento y las
Riesgo para €l animal Riesgo para la explotacion mantenga en congelacion hasta su andlisis
S. aureus Alto Alto . . .. )
Mycoplasma spp NI NI *+ Aportar la informacién basica so_b,re
Sir. agalactiae Bajo ATto los animales muestreados identificacion
Escherichia coli Alto Bajo (crotal oficia o numérico de la explota-
g;i:r%gicus = '\'/T‘ég?o mz:g cién) y cuarto muestreado; edad o n° de
Sr_dysgAaciac Medio Medio par.tg; rgsyltados compl'etos,d.el CMT;
calificacion de la mamitis: clinica aguda/

Aunque la congelacién preserva la
mayoria de microorganismos paodge
nos durante variasseananas s princi-
paes inconvenientes son los posbles
fdsos negativos en algunas mamitis
principalmente colibacilares, debido a
laescasa excr ecion becteriana.
La secuencia de tareas propuesta para
la optimizacion del trabajo de campo y
parafacilitar a laboratorio un diagndstico
etiolégico y epidemioldgico preciso de la
situacion actual de mamitis eslasiguiente:
e Anadlizar lainformacién disponible en
la explotacién. Se deben revisar unos
datos minimos relativos a laleche del tan-
quey su evolucion en los Ultimos 6 meses.
De ahi se observara la tendencia y/o las
desviaciones de los criterios de calidad:
recuento cdular, recuento bacteriano
(calidad bacteriol 6gica) e inhibidores.
Con respecto al recuento celular, s se
dispone de recuentos celulares individua
les (RCI), previo andlisis de dicha infor-
macion, se seleccionaran los animales a
examinar, sobre labase del periodo de lac
tacion y de determinados critgios y
umbrales de recuento celular. A grandes
rasgos los animales susceptibles de toma
de muestras son los que posean datos de
recuentos celulares estables (2 6 3 RCI),
con la referencia de umbrales de RCI>
300.000 (@animales de primer parto) y
RCI> 800.000 (animdes adultos). Sin
embargo se estudiaran las modificaciones
en e ultimo mes, de modo que animales
con cambios cualitativos importantes de
RCI, sean asimismo sujeto de andlisis.
e Redizacion del California Mastitis
Test (CMT), exclusivamente a los anima-
les preseleccionados con datos individua
les de recuento. Si no existen datos de
RCI, seredizarael CMT alatotalidad del
efectivo, 0 a un porcentaje significativo de
animales en ordefio (minimo 20%), segin

sea el tamafio de la explotacion.

e Tomar muestras asépticas de cuartero-
nesindividuales con lareaccién méasinten-
sa a CMT, de los animales previamente
seleccionados.

e Deteccion de mamitis crénicas Para
ello, se llevara a cabo la palpacién mama-
ria paraladeteccion delesiones, y sereca
bara informacién del ganadero sobre ani-
mal es con episodios de mamitis clinicas de
repeticion en la misma lactacion (2 o més
casos) 0 en lactaciones consecutivas (3 o
mas casos). En ambos casos se considera-
réan animales con mamitis crénicas.

e Diagnéstico de nuevas infecciones.
Por ser las més recientes, son también las
mas inter esantes de cara a enfocar el con-
trol. Se obtendra prioritariamente a partir
de las muestras de leche de animales de
primer parto, con elevaciones del recuen-
to celular (RCI >200.000 cel/ml) o positi-
vos a CMT, asi como a partir de animales
en los que se constate una elevacion del
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sobreaguda (MCA); clinica (MC); subcli
nica (MS) y cronica (MCR).
= Muestrade leche de tanque. Es unade
las de indudabl e el ecciédn, que debe adjurn
tarse a cualquie evio d laboratorio.
Nuestra idea sobre la utilidad del cultivo
bacteriolégico de la leche del tanque es
que sus resultados estan bastante condi-
cionados a tres aspectos fundamentales: la
calidad higiénica de la leche del tanque
(recuento de bacterias del tanque), el sis-
temade conservacion y transporte hasta el
laboratorio, y la excrecion intermitente de
algunos microorganismos por pate de
animales con infecciones mamarias. En
cualquier caso, su rendimiento es especial-
mente satisfactorio para la deteccion de
Str. agalactiag S. aureus Y Mycoplasma spp.
Como andlisis complementarios puede
estimarse la prevalencia de otros estafilo
cocos y de los microorganismos ambienta
les (estreptococos y coliformes).

Se ha constatado que la muestra suple-
mentada con el conservante azidiol, esuna
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ESQUEMA PARA | DENTIFICAR Y RESOLVER UN PROBLEMA DE MAMITIS U SANDO RECUENTOS DE CELULAS SOMATICAS Y

CULTIVOSDE L ECHE

PROBLEMA DE MAMITIS
]

RCS ELEVADO > 300.000

% Vacas > 250.000

< 15%

< 15%

INCIDENCIA CLINICA > 30% anual

Pr oblema de vacas Pr oblema de REBANO
1 1
CULTIVO % Nuevas infecciones
I I L 1
Terapia 10% 10%
Desvigie Problema de vacas cronicas Problema actual de mamitis
1 1
CULTIVO CULTIVO
| r } 1
Anamnesis ETioLoGIiA ETioLOGIA ETioLoGiA
Terapia AMBIENTAL MixTA CONTAGIOSA
Desvigie 1 1

Limpieza de camasy animales.
Disefio de alojamientos.

Preparacion de ubres.

Nutricion. Manejo del periparto

Mé&quina de ordefio. Rutina de
ordefio. Manjeo de larecria.
Antibioterapia.

Contr ol de moscas.

1
Planes especificos de control S.
aur eus. Planes de eradicacion de
Str. agalactiae.

alternativa muy interesante ya que preser-
va los niveles iniciales de contaminacion
por patégenos y en definitiva, estima mas
aproximadamente la prevalencia de los
mismos. De cual quier modo, a nuestro jui-
cio, la ausencia de crecimiento de patége-
Nnos contagiosos es una estimacion vaida
de su ausencia y/o baja prevalencia, y por
el contrario, niveles elevados de cualquie
ra de los agentes contagiosos o ambienta-
les, permite considerar un problemaree
vante ocasionado por 10s mismos.

B CuLTIVOBACTERIOLOGICOY SU
INTERPRETACION

La mayoria de microorganismos cau-
santes de mamitis, se encuentran en €l
propio animal (piel delaubre, tracto geni-
tal o respiratorio, heces...), asi como en €
entorno del mismo. Este hecho es un fac-
tor primordial a la hora de la interpreta-
cion de los aislamientos, de modo que la
fiabilidad de los resultados va a ir en fun-
cion directa ala calidad del muestreo.

En las muestras individuales de leche,
nuestra metodol ogia consiste en la utiliza
cién de un sdlo medio de cultivo enrique-
cido con sangre (Agar sangre: Columbia +
5% de sangre de camero, o Agar sangre
suplementado con esculina, sustrato que
permite una primera discriminacion de las
egecies microbianas). El empleo de
varios medios selectivos para los diferen
tes micr oorganismos (S. aureus Otros esta-
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filococos, estreptococos, enterobacterias,
hongos etc.) esta desaconsejado por moti -
vos de coste, de dificultad de interpreta-
cion (pueden propor cionar cultivo positi-
VOS varios microorganismos) y no supone
una solucion a un muestreo defectuoso.
Excepcién a este procedimiento genera
eslautilizacion de medios de cultivo selec-
tivos para la deteccion de ciertos agentes
contagiosos, bésicamente Sir. agaactiae
(medios TKT, Edwards, Granada etc.), S.
aureus (Baird Parker, Manitol Salt etc.) y
Mycoplasma (PPLO-Hayflick), egecia-
mente en programas especificos de con-
trol y/o erradicacion de estos patdgenos.
La incubacion convencional es de 48
horas, periodo en el que se observa creci-
miento de lacas latotalidad de los micro-
organismos causantes de mamitis. Nuestro
laboratorio prolonga la incubacién de los
cultivos negativos hasta los 7 dias, para
permitir el desarrollo de las bacterias de
crecimiento lento (micobacterias, Nocardia
spp, Actinomyces spp, Mycoplasma spp €tc).
Los rasgos del cultivo, cuya considera
cion es basica paralainterpr etacion de sus
resultados son los siguientes:
¢ No existe una flora nomal en el inte-
rior de la ubre por lo que la leche de un
animal sano no contiene bacterias. Por |0
tanto, en condiciones de un muestreo
cor recto, cualquier microor ganismo aisla-
do en el cultivo es susceptible de ser con-
siderado como causante de la infeccion.

= El canal del pezdn puede estar coloni-
zado por bacterias, habitualmente de baja
patogenicidad (C. bovis, especies de estefi-
lococos coagulasa negativos, etc.), en
ausencia de una verdadera infeccion
mamaria

e La infeccibn mamaria es provocada
normalmente por una sola especie micro-
biana. Varios autores han informado, y
nuestra experiencia asi 1o corrobora, que
més del 90% de infecciones de un cuarte-
rén son producidas por un solo microorga-
nismo, y rara vez por dos o tres (aprox. 5-
10% y 1% respectivamentg. Como
excepcion, en las mamitis de verano es
comin la plurietiologia, asociandose A.
pyogenes a otros patdgenos (P. indolicus
Bacteroides spp, Str. dysgalactiae ...).

e La mayor densidad del cultivo no se
asocia necesariamente con la gravedad de
la infeccién. La excrecion bacteriana es
variable en la propia dinamica de lainfec
cion, y concr etamente en las mamitis coli-
bacilares la reaccion inflamatoria puede
incluso ocasionar la desaparicion total de
las bacterias produciéndose el cuadro
téxico sin presencia de bacterias vivas en
la mama.

e Lanegatividad del cultivo en mamitis
clinicas puede atribuirse a varios aspectos,
algunos ya comentados. De indole etiol&
gica, destacan las mamitis por enterobac-
terias, microorganismos inhabituales y/o
de crecimiento lento; no obstante, es tam-
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bién causa frecuente la aplicacion de tra-
tamiento antibidticos en las horas previas
al muestreo.

* Muestras contaminadas se definen
como tales las que contienen tres 0 més
tipos microbianos (excepcién ya avanzada
delas mamitis de verano). No obstante, en
dichas muestras es conveniente identificar
la presencia al menos de patégenos conta
giosos de especia relevancia y hébitat

G° Prototheca y sus posibilidades de cura-
cién muy reducidas.

b) Mamitis por micoplasmas. Los brotes
clinicos pueden sospecharse por la apari-
cion de varios casos de mamitis clinicas
que comprometen a varios cuarterones.
Pueden existir sintomas aciados de
artritis y neumonia (vacuno). La primera
verificacion, consiste en e andlisis de los
casos clinicos asi como de muestras de
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La decision sobre e antimicrobiano a
emplear en lactacion, unavez cumplido el
requisito de sensibilidad "in vitro", debe
tomarse considerando la clasificacion de
la actividad base de los antimicrobianos y
los aspectos farmacocinéticos segin su
potencial de distribucién en la ubre, tras
su administracion parenteral e intrama-
maria, como |os propuestos por Ziv (1980)
y que se detallan en la tabla siguiente:

marcadamente mamario

Actividad y farmacocinética de los antimicrobianos empleados en el tratamiento de la mamitis bovina
COMO S. aureus Yy espe- y . P L .
ialmente st lacti _ i __Actividad i i Distribucion mamaria_
a en - r}. ag 1ae. | ’Antimicrobiano Estreptococos | Estafilococos Enterobacterias [Micoplasmas Parenteral |Intramamaria
En ningin cas % |PenicilinaG et + : = + ++
recomienda la identifi- |Penetamato +++ + - - +++ +++
cacion ni el antibiogra ﬁmp'c'i' fe i . :/: ) ol .
h mox avulanico. -
ma correqundente de | cloxacilina n o, ) i 4 -+
MICroor ganismos cuya | Cefalosporinas 12 /22 +++ - +H++ - ++ -+
procedencia pueda se& Eefalospor_in_as /42 ++ ++ et = ++ ++
; streptomicina + ++ + - + +
anbientd, ya que los Kanamicina/Neomicina + T it - + +
resultados muy proba- |Gentamicina + . + R + +
blemente contribuirdn a | Quinolonas 12 (Flumequine) - +++ ++ - ++ ?
tomar decisiones errd- | Quinolonas 3 2 (enrofloxacing) +/- +++ Sttty it Stetgty ?
Oxytetraciclina + ++ +/++ ++/+++ ++ ++
neas. N Macrélidos/lincosamidas +H++ +t - S o+t ++
» Parala deteccion de | Sulfamidas + +++ [+ - [+ 4+
ciertos microor ganismos E‘ f\";‘ngl?' C'if:]a +++ +++++ - - +?+ I:
inhabituales  (hongos, Cgli(s)tinc: a i i —t i + .
mlcoplasmas Nocardia, Actividad: +++: excelente; ++:Aceptable; +: baja; -: Muy bajalnula;  Distribucion: +++: Buena; ++: Limitada; +; Baja

etc.), hay que partir de
la base de que lariqueza del medio gene-
ral (agar sangre) es, en términos genera-
les, suficiente para su aislamiento. Como
excepcion se encuentran 1os microorganis-
mos anaerobios, aunque no por un déficit
nutricional del agar sangre sino debido a
las condiciones especiales de incubacién
(en ausencia de oxigeno). De cuaquier
modo, se expone a continuacion algunas
de las caracteristicas de las mamitis por
microorganismos de baja prevalencia (<
1% del total de aislamientos), cuyo aisla
miento suele ser esporéadico.

a) Mamitis fungica: consecuencia en la
mayoria de casos de la aplicacion reitera
da y/o poco aséptica de canulas antibio6ti-
cas intrananaias Debe deschas la
idea de la relacion directa causa-efecto
entre la contaminaciéon fungica de los
piensos, ensilados o forrgjes y la presenta-
cion de episodios clinicos de mamitis fun-
gica. Aunque la ingestién de alimentos en
md estado puede producir un efecto
inmuosupresor y un incremento de lainci-
dencia de mamitis clinicas, en el andlisis
bacterioldgico de éstas se aislan microor-
ganismos habituales y no necesariamente
especies fungicas. En las mamitis fungicas
verdaderas, si se trata de levaduras, se ha
descrito la posible eliminacion natural de
lainfeccion, aunque se puede favorecer la
curacion recurriendo a especialidades
antifungicas. Los casos mas graves son los
ocasionados por Aspergillus spp y agas del

mezcla de los cuatro cuarterones de ani-
maes de nueva incorporacidn, que en
muchos casos son las responsables de la
introduccion de lainfeccion.

Tanto en estos casos como periodica

mente, conviene solicitar e andlisis de
micoplasmas en la leche del tanque, ya
que € cultivo es muy sensible, pudiendo
proporcionar un resultado positivo con
tan solo un solo animal infectado sobre un
colectivo de hasta 300 animales.
c) Mamitis clinicas por otros gérmenes
atipicos. Ademéas de los casos clasicos de
mamitis de verano, se debe sospechar de
micr oorganismos anaerobios cuando la
leche mamitica proporciona olores des-
agradables. Finalmente, la implicacién de
otras especies de crecimiento lento como
micobacterias (M. smegmatis es la especie
més frecuentemente aislada por nuestro
laboratorio) o Nocardia y otros actinomi-
cetos, puede ser detectada alargando la
incubacion de los cultivos hasta 7 dias.

EL ANTIBIOGRAMA

Constituye uno de |os criterios basicos
para la eleccion racional de los antibi6ti-
cos susceptibles de uso en mamitis. Sin
pormenorizar en sus limitaciones, como
orientacion general debe de servir para
eliminar todos aquellos tratamientos de
lactacion que contengan antimicrobianos
informados en € antibiograma como
resistentes.

Con todo €llo, hay que tener en cuen-
ta que a pesar de la sensibilidad "in vitro"
de un microorganismo a un deter minado
antibidtico, la infeccién naura puede
mostrar multiples factores de patogenici-
dad (adherencia, resistencia intracelular,
encapsulaniento, etc.) que determinan
una baja respuesta "in vivo" a tratamien
to y la cronificacion de dicha infeccion.
Ademas, = deben redizar muedreos
periédicos para evaluar modificaciones en
los patrones de sensibilidad del antibio
grama. Finalmente, respecto a la eleccion
del tratamiento de secado, se debe basar
principalmente en la etiologia predomi-
nante de las mamitis subclinicas.
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