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El laboratorio de
diagnéstico debe ser
una herramienta
imprescindible para
el éxito de los
programas de
mejora de calidad de
laleche.

Sin embargo, es
necesario destacar
algunos aspectos
relativos ala
recogiday seleccién
de muestras,
asfcomoala
interpretaciény
limitaciones de las
técnicas
microbiol6gicas

MAMITIS
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Ellaboratorio
en el control de las
mamitis bovinas

La mejora de la calidad de la
leche debe comprender, como
minimo, aquellas actuaciones
encaminadas a la reduccion de
la incidencia de mamitis (des-
censo del recuento celular), a
un ordefio y conservacion de
Ja leche mas higiénico (des-
censo del recuento bacteriano
y ausencia de microorganismos
patégenos) y a garantizar la
ausencia de "inhibidores" en la
leche producida en la explota-
cion.

Desde finales de los anos
80, con la progresiva puesta en
marcha de los laboratorios
interprofesionales en la mayo-
ria de Comunidades Aulono-
mas, se han incluido otros cri-
terios de calidad., ademds de
los relativos a la composicion
fisico-quimica de la leche, tales
como calidad bacterioldgica
(higiénica), calidad celular (ma-
mitis) y ausencia de inhibido-
res (antibidticos, antiparasita-
rios, plaguicidas, desinfectantes,
etc...).

En este contexto, el labora-
torio de diagnéstico debe ser
una herramienta imprescindi-
ble, como otras, para el éxito
de los programas de mejora
de calidad de la leche. Sin
embargo, para que esta herra-
mienta sea util y eficaz es
necesario que sus usuarios co-
nozcan algunos aspectos relati-
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vos a la recogida y seleccion
de muestras e interpretacion y
limitaciones de las técnicas
microbiolégicas. A continua-
cién se comentan estos aspec-
tos relacionados exclusivamen-
te con la mamitis.

Recogida y seleccion de
las muestras _de leche
para analisis

El analisis bacterioldgico es
una herramienta fundamental
de diagndstico de las infeccio-
nes mamarias; sin embargo su
uso debe racionalizarse. La
seleccion de muestras, debe
acomodarse al tamano de la
explotacion y a la problema-
tica observada. En cualquier
caso, debe comprender la reco-
gida de muestras de leche de

La asepsia en

la recogida de las
muestras de leche
es una cuestion
basica y requisito
imprescindible para
la fiabilidad de

los resultados

cuarterones de vacas dc¢ pri-

mer parlo y de vacas multipa-

ras con mamitis subclinicas y

mamitis clinicas, no sometidas

a tratamiento, y finalmente, la

leche del tanque.

Establecidos estos criterios,
el nimero genérico de mues-
tras lacteas individuales nece-
sarias para el diagnostico de la
problematica de mamitis serfa
de 10 en explotaciones de ta-
mano pequeno y medio (hasta
50 vacas en ordeno). En
explotaciones de mayor tama-
no el porcentaje de cuartos a
muestrear variara entre [0y
3%, siendo menor a medida
que aumenta el tamano del
rebano.

La asepsia en la recogida
de las muestras de leche es
una cuestion bdsica y requisito
imprescindible para la fiabili-
dad de los resultados. En sin-
tesis, los pasos a scguir son |os
siguientes:

I. Lavado del drca del esfinter
del pezdn, solo en los casos
en los que la suciedad sca
excesiva.

2. Desinfeccion del esfinter del
pezén con una torunda de
algodon impregnada en cta-
nol.

3. Repetir la desinfeccion si la
suciedad observada asi lo
aconscjara.

4. Desechar los dos primeros




chorros de leche emitidos

(esta operacion podria no

realizarse si se quiere esti-

mar infecciones del canal
del pezon).

5. Recoger un unico chorro de
leche. emitido horizontal-
mente para evitar la conta-
minacion por particulas del
aire y/o suciedad, en tubos
de boca estrecha y cerrados
rapidamente con el tapon,
que se habra mantenido
entre los dedos boca abajo.

6. Refrigerar inmediatamente
las muestras. o congelarlas si
se va a demorar su envio al
laboratorio més de 48 horas.
Aunque la congelacion pre-
serva la mayoria de micro-
organismos patogenos
durante varias semanas, sus
principales inconvenientes
son los posibles resultados
falsos ncgativos c¢n las
mamitis colibacilares, debido
a la escasa excrecion bacte-
riana. y la imposibilidad de
realizar un recuento celular
fiable.

La secuencia de lareas pro-
pucsta para la optimizacién del
trabajo de campo y para facili-
tar al laboratorio un diagnos-
tico etioldgico preciso de la
situacion actual de mamitis es
la siguiente:
¢ Analizar la informacién dis-

ponible en la explotacion.

Se deben revisar unos datos

minimos relativos a la leche

del lanque y su evolucion
en los dltimos 6 meses. De
ahi se observard la tenden-
cia v/o las desviaciones de
los criterios de calidad:
recuento celular, recuento
bacteriano (calidad bacterio-

[6gica) ¢ inhibidores.

Con respecto al recuento
celular, si se dispone de re-
cuentos celulares individua-
les (RC), previo andlisis de
dicha informacion, se se-
leccionardn las vacas a exa-
minar, sobre la base del pe-
riodo de lactacion y de
determinados criterios vy
umbrales de recuento celu-
lar. A grandes rasgos las
vacas susceptibles de toma
de muestras son las que
posean datos de recuentos
celulares estables (2 6 3
RCI), con la referencia de
umbrales de RCI > 300.000
cel/ml (vacas de primer par-
to) y RCI > 800.000 cel/ml

(vacas adultas). Sin embar-
go, se estudiardn las modifi-
caciones en el dltimo mes.
de modo que vacas con
cambios cualitativos impor-
tantes de RCI, sean asi-
mismo syjeto de andlisis.
Realizaciéon del California
Mastitis Test (CMT), exclu-
sivamente a las vacas prese-
leccionadas con datos indi-
viduales de recuento. Si no
existen datos de RCI, se
realizard el CMT a la totali-
dad del efectivo. 0 a un
porcentaje significativo de
vacas ¢n ordefio (minimo
20%). segun sea el tamano
de la explotacion.

Tomar muestras asépticas
de cuarterones con la reac-
cién mas intensa al CMT,
de las vacas previamente
seleccionadas. Si se sospecha
la implicacion de S aureus
ylo St agalactiae, puede ser
aconsejable tomar muestras
de los cuatro cuarterones
por separado. indicando la
reaccion correspondiente al
CMT. Eso es debido a que
no siempre ¢l cuarto CMT
mds intenso, es el que
alberga la infeccion.
Deteccion de mamitis croni-
cas. Para ello. se llevard a
cabo la palpacion mamaria
para la deteccion de lesio-
nes, y s¢ recabard informa-
cion del ganadero sobre las
vacas con episodios de
mamitis clinicas de repeti-
cién en la misma lactacion.
(2 0 mas casos) o en lacta-
ciones consecutivas (3 o
mas casos). En ambos casos
se consideraran vacas con
mamilis cronicas.
Diagnostico de nuevas
infecciones. Se obtendrd
prioritariamente a partir de
las muestras de leche de las
vacas de primer parto, con
elevaciones del recuento
celular (RCI > 200.000
cel/m))

Deteccion de mamitis clini-
cas de vacas no tratadas. La
recogida de estas muestras,
es el apartado més compli-
cado. ya que la coincidencia
de episodios de mamitis cli-
nicas que no hayan recibido
tralamiento, con la visita de
intervencion veterinaria no
siempre c¢s factible. La pro-
puesta que realizamos es
que el ganadero registre los

casos de mamitis clinicas,
tome las muestras antes del
tratamiento y las mantenga
en congelacion hasta su
analisis.

Aportar la informacion
bésica sobre las vacas mues-
treadas: 1dentificacion (cro-
tal oficial o numérico de la
explotacion) y cuarto mues-
treado; edad o n° de parto:
resultados completos del
CMT: calificaciéon de la
mamitis: clinica aguda/sobre-
aguda (MCA); clinica (MC):
subclinica (MS) y crénica
(MCR).

¢ Muestra de leche de tanque.

Es una de las de indudable
eleccion. que debe adjun-
tarse a cualquier envio al
laboratorio. En cualquier
caso, su rendimiento es
especialmente satisfactorio
para la deteccién de Sir.
agalactiae 'y Mycoplasma
bovis: también aunque en
menor medida para S
antrers. Como andlisis com-
plementarios, puede esti-
marse la prevalencia de
otros estafilococos y de los
microorganismos ambienta-
les (estreptococos y colifor-
mes). Con el proposito de
aumentar la sensibilidad del
cultivo, se recomienda reco-
ger varias muestras ldcteas
en ordefios consecutivos (3-
S muestras, que posterior-
mente pueden mezclarse en
el laboratorio para abaratar
el coste del andlisis), y la
congelaciéon inmediata de
las mismas y su manteni-
miento en estas condiciones

Preparundose para recoger
la muestra de leche.
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hasta su envio al laborato-
rio, para asi estimar adecua-
damente los niveles de
mfeccion.

El cultivo bacterioldgico y
su interpretacion

La mayoria de microorga-
nismos causantes de mamitis.
se encuentran sobre la propia
vaca (piel de la ubre, tracto
genital o respiratorio, heces...),
asi como en el entorno de la
misma. Este hecho es un fac-
tor primordial a la hora de la
interpretacion de los aislamien-
tos, de modo que la fiabilidad
de los resultados va a ir en
funcién directa a la calidad del
muestreo.

En las muestras individuales
de leche, la metodologia reco-
mendada, consiste en la utiliza-
ciéon de un solo medio de cul-
tivo enriquecido con sangre
(Agar sangre: Columbia + 5%
de sangre de carnero, o Agar
sangre suplementado con escu-
lina, sustrato que permite una
primera discriminacién de las
especies microbianas). El em-
pleo de varios medios selecti-
vos para los diferentes micro-
organismos (S. aureus, otros
estafilococos, estreptococos,
enterobacterias hongos...), estd
desaconsejado por motivos de
coste, de dificultad de interpre-
tacion (pueden proporcionar
cultivos positivos a varios mi-
croorganismos) y, sobre todo,
no supone una solucién a un

muestreo defectuoso. Excep-
cion a este comentario seria la
solicitud especifica de algunos
agentes contagiosos, bdsica-
mente Str. agalactioe (medios
TKT, Edwards, Granada...). S
aureus (Baird Parker, Manitol
Salt) y Mycoplasma (Hayflick),
sin embargo, deberia simulta-
nearse con el cultivo en agar
sangre. para evitar que otras
infecciones mamarias pasen
desapercibidas.

Al interpretar los
aislamientos, hay
que tener en cuenta
que la mayoria de
microorganismos
causantes de
mamitis, se
encuentran sobre la
propia vaca y en

su entorno

Respecto al volumen de
inoculo, 10 w (0,01 ml). pro-
porciona una sensibilidad del
cultivo de 100 ufe/ml. Incre-
mentar el volumen, conduce a
una mayor proliferacion de
contaminantes: sin embargo.
ante la sospecha de mamitis
colibacilares y/o el cultivo de

CUADRO |, Actividad y farmacocinética de los antimicrobianos empleados en el tratamiento

de la mamitis bovina

Actividad Distribucién mamaria
Antimicrobiano Estreptococos Estafilococos Enterobacterias Micoplasmas  Parenteral Intramamaria
Penicilina G P + 5 4+ +
Penetamato 4+ + 4 i
Ampicilina 44+ + +H+t ++ +H
Amox + Clavulanico. ++4+ + + ++ H
Cloxacilina ++ +H+ o ++
Cefalosporinas 1¢ /2 +++ +++ it ++ n
Cefalosporinas 3 /42 ++ ++ +Ht et ++
Estreptomicina + ++ + - + +
Kanamicina/Neomicina + o ++ + +
Gentamicina + 4+ ++ e + i
Quinolenas 12 (Flumequine) 4+ ++ e ?
Quinolonas 3 ? (enrofloxacina) +- +++ +++ o o ?
Oxytetraciclina + ++ +++ HH ++ ++
Macrdlidos/lincosamidas +/++ 4+ +++ ++ H
Suffamidas + +++ 4+ o+ 44
Rifampicina ++ ++ - ] ih
Novobiocina + ++H ++ e
Colistina - - 4+ + +

Actividad: +++: Excelente. ++: Aceptable. + Baja. - Muy baja/nula.
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Distribucion: +++: Buena.

++: Limitada. +: Baja.

algunos agentes en medios
sclectivos, se puede incremen-
tar el volumen hasta 100 w
(0.1 mi). con lo que la sensibi-
lidad aumenta (10 ufc/ml).
Como medida para incremen-
tar la sensibilidad del cultivo,
s¢ ha propucsto la preincuba-
cion de las muestras de leche,
de modo que ¢l cultivo per-
mita la deteccion de microor-
ganismos excrctados por
debajo del valor umbral del
mismo. Consisle en ¢l enrique-
cimiento del cultivo mediante
incubacion a 37 “C durante 18
horas, de la propia leche, o de
una dilucion de la misma al
[/10. Un inconveniente de csta
practica, es quc permile tam-
bién la multiplicacion de posi-
bles contaminantes, de modo
que sélo es vilida anle una
correcta recogida de la mucs-
tra.

La incubacion convencional
es de 48 horas. periodo en cl
que se observa crecimiento de
la casi la totalidad de los mi-
croorganismos causantes de
mamitis. Prolongar la incuba-
cion de los cultivos negativos
hasta los 7 dias, permite ¢l
desarrollo de las bacterias de
crecimiento lento (micobacte-
rias. Nocardia spp, Actinomy-
ces spp. anacrobios, asi como
Mycoplasma bovis)

Los rasgos del cultivo, cuya
consideracion cs bdsica para la
interpretacion de sus resultados
son los siguicnles:
¢ No cxiste una flora normal

en ¢l interior de la ubre. la
leche de una vaca sana no
conticne bacterias. Por lo
tanto, en condiciones de un
muestreo correcto, cualquicr
microorganismo aislado ¢n
el cultivo es susceptible de
ser considerado como cau-
sante de la infeccion.

e El canal del pezon pucde
estar colonizado por bacte-
rias, habitualmente de baja
patogemeidad (C. bovis. es-
pecies de estalilococos coa-
gulasa negativos...), en au-
sencia de una verdadera
infeecion mamana.

e La ctiologia de las manutis
¢s por una sola especie
microbiana. Varios autores
han informado, y nucstra
experiencia asi lo corrobora,
que mds del 90% de infec-
ciones de un cuarteron son
producidas por un solo
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Sembrando en ¢l laboratorio.

MICrOOTEANISMO, y rara vez
por dos o tres (aprox. 5%
y 1% respectivamente).
Como excepcion, en las ma-
mitis de verano es comin la
plurietiologia, asocidndose
A. pyogenes a varios anae-
robios (£ indolicus, Bacte-
roides spp...).

La mayor densidad del cul-
tivo no se asocia necesaria-
mente con la gravedad de
la infeccion. La excrecidn
bacteriana es variable en la

El antibiograma
debe servir como
orientacion general
para eliminar todos
aquellos tratamien-
tos que contengan
antimicrobianos
informados como
resistentes
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propia dindmica de la in-
feccion, y concretamente en
las mamitis colibacilares la
reaccion inflamatoria puede
incluso ocasionar la desapa-
ricién total de las bacterias.
La negatividad del cultivo
puede atribuirse a varios
aspectos, algunos ya comen-
tados. De indole etiologica,
destacan las mamitis por
enterobacterias, microorga-
nismos inhabituales y/o de
crecimiento lento; no obs-
tante, la principal causa es
la aplicacién de tratamiento
antibidtico previa al mues-
treo.

Muestras contaminadas: se
definen como tales las que
contienen tres 0 mas tipos
microbianos (excepcién ya
avanzada de las mamitis de
verano). En ningln caso se
recomienda la identificacion
y ¢l antibiograma corres-
pondiente de microorganis-
mos contaminantes cuya
procedencia pueda ser am-
biental, ya que los resulta-
dos muy probablemente
contribuirdn a tomar deci-
siones erroneas.

e Solicitud de cultivos especi-
ficos para microorganismos
inhabituales (hongos, mico-
plasmas, Nocardia...). Hay
que partir de la base, que la
riqueza del medio general
(agar sangre) es suficienle
para su aislamiento. Como
excepcion, los microorganis-
mos anacrobios.

A conlinuacion se exponen
algunas de las caracteristicas de
las mamitis por microorganis-
mos de baja prevalencia (< 1%
del total de aislamientos), cuyo
aislamiento suele ser espord-
dico.

a) Mamitis flingica: son
inusuales, y en la inmensa
mayorfa de casos como conse-
cuencia de la aplicacion anti-
higiénica de canulas intrama-
marias. En las mamitis fingicas
verdaderas, si se trata de leva-
duras, se ha descrito la posible
eliminacion natural de la infec-
cion, aunque se puede favore-
cer la curacion recurriendo a
especialidades antifungicas. Los
casos mas graves son los oca-
sionados por Aspergillus funi-
gatus, y sus posibilidades de
curacion muy reducidas.

b) Mamitis por micoplas-
mas. Los brotes clinicos pue-
den sospecharse por la apari-
cion de varios casos de
manitis clinicas purulentas que
comprometen a varios cuarte-
rones. Pueden existir sintomas
asociados de artritis y neumo-
nia. La primera verificacion,
consiste en el analisis de los
casos clinicos, asi como de
muestras de mezcla de los cua-
tro cuarterones de vacas de
nueva incorporacion, que ¢n
muchos casos son las respon-
sables de la introduccion de la
infeccion.

Tanto en estos casos, como
periddicamente. conviene soli-
citar ¢l analisis de micoplasmas
de la leche del tanque, ya que
cl cultivo es muy sensible, pu-
diendo proporcionar un resul-
tado positivo con tan solo una
vaca infectada sobre un colec-
tivo de hasta 300 animales.

¢) Mamitis por Leptospira.
Son compatibles los casos de
mamitis hemorrdgicas, acompa-
fiados de fiebre y olros signos
de infeccion sistémica. En las
vacas recién paridas, puede
acontecer la rotura de vasos
sanguincos y eliminacién de

leche hemorragica por alguno
de los cuartcrones. Realice cl
CMT, y ante reacciones positi-
vas puede solicitar cultivo con-
vencional y si hay varios casos
simultincamente ¢t andlisis de
Leptospira.

d) Mamitis clinicas purulen-
tas. Ademds de los casos cldsi-
cos de mamitis de verano, se
debe sospechar de microorga-
nismos anacrobios cuando la
leche mamilica proporciona
olores desagradables. En cual-
quier caso, la solicitud de cul-
tivo de¢ Nocardia, algas dcl
género Prototheca o micobac-
terias, deberia clectuarse solo
en casos clinicos con indura-
cion mamaria y fibrosis difusa,
y antc la negatividad de cul-
tivo de los microorganismos
habituales.

El antibiograma

Constituye uno de los mejo-
res criterios para la eleccion
racional de los antibioticos sus-
ceptibles de uso en mamitis.
Sin pormenorizar ¢n sus limi-
taciones, como oricntacion
general debe de servir para cli-
minar todos aqucllos tra-
tamicntos de lactacion que
contengan antimicrobianos in-
formados c¢n ¢l antibiograma
como resistentes.

LLa decision sobre ¢l antimi-
crobiano a emplear cn lacta-
cion, una vez cumplido ¢l
requisito de sensibilidad "in
vitro", decbe tomarse conside-
rando la clasificacion de la
actividad basc de los antimi-
crobianos y los aspectlos far-
macocinéticos scgin su poten-
cial de distribucion en la ubre,
tras su administracion parenle-
ral ¢ intramamaria propucstos
por Ziv (1980), que se detallan
cn ¢l cuadro L

A clectos practicos, y una
vez. desechados temporalmente
los antibidticos que muestren
resistencias, se deben recomen-
dar como pnmcra cleecion de
tratamicnto de las mamitis cli-
nicas, aquellas formulaciones
gue poscan principios activos
clasificados ¢n ¢l antibiograma
como sensibles, y cumplan los
requisitos antes menctonados

La cleceion del tratamicnto
de sccado, se¢ basara principal-
mente en la ctiologia predomi-
nante de las mamitis subclini-
cas. @



