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RESUMEN
Se describe la prevalencia de la enfermedad, los
diferentes agentes etiologicos y se estima la disminu-
cién de la produccion lactea.

Los 43 rodeos estudiados se clasificaron en tres gru-
pos de acuerdo a sus condiciones de manejo. Se rea-
lizo el analisis bacteriologico y determinacién del con-
tenido celular en la leche individual de cada cuarto
de los animales muestreados en base al CMT. Se bus-
co la presencia de residuos de antibidticos en leche
y se realizaron pruebas de sensibilidad a cepas aisla-
das de cuartos con mastitis subclinica.

La prevalencia de mastitis subclinica fue significa-
tivamente diferente para cada grupo de tambo (P <
0.001). Los niveles encontrados para el grupo A fue-
ron 40.65 %, para el B 65.72 % y 50.92 % en el gru-
po C. Se destaca por primera vez en el Uruguay la
importancia del Str. agalactiae como agente productor
de mastitis y la alta prevalencia de los Staphylococ-
cus hemolyticus en rodeos de ordeno mecanico. Los
valores porcentuales de disminucion de produccién
lactea fueron: grupo A (16.45 %), grupo B (17.41 %)
y grupo C (17.4 %).

Se discute la significacion de los diferentes niveles
de prevalencia asi-como la presencia de residuos de
antibidticos y la sensibilidad de las cepas aisladas. Se
concluye sobre la necesidad de realizar futuras inves-
tigaciones para determinar la difusion y magnitud del
problema. ol

INTRODUCCION

Las mastitis subclinicas @Y son cau-
sa de: disminucion de la produccion lac-
tea @ alteracion de la composicion qui-
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mica de la leche ®-**), problemas de in-
dustria ¢, salud publica @7 y de elimi-
nacion de animales enfermos ©). Provo-
can graves pérdidas economicas, aln en
aquellos paises que aplican sistemas de
contro' (4-0-0-10-20) i

Hasta el comienzo de la presente in-
vestigacién, la Gnica informacion dispo-
nible en el Uruguay se debe al trabajo
realizado por Rossi Lema et al. @%)
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El objetivo del presente estudio fue
determinar la prevalencia de la enferme-
dad, los diferentes agentes etiolégicos y
estimar la disminucién de la produccion
lactea en base al contenido celular por
mililitro de leche.

MATERIALES Y METODOS

3.1 Terminologia usada

Se consider6 que existia mastitis sub-
clinica, en las vacas que presentaban
uno o mas cuartos con reaccion de dos
cruces (4-+) o mas al CMT y aisla-
miento bacteriano, Como se trabajo con
los primeros chorros de leche de cada
cuarto, una reaccién de una cruz (-+) al
CMT se considero dudosa (7).

Cuando se aislé Streptococcus agalac-
tiaz de uno o mas cuartos, atin en ausen-
cia de reaccion al CMT, se considerd que
existia mastitis subclinica debido a la
posible existencia de infeccion con reac-
cién inflamatoria baja y al restringido
habitat de este microorganismo en com-
paracion con otras bacterias producto-
ras de mastitis 1. Para dar practicidad
al trabajo se consider6 que existia mas-
titis clinica cuando ésta era detectable
a la inspeccion.

3.2 Rodeos
Se estudiaron 43 rodeos lecheros de la

sona sur del pais, situandose el mas le-
jano a 180 km. de la ciudad de Monte_-
video. Estos estaban formados por ani-
males raza Holando y seguian nonmas
de paricion escalonada a través del ano.

En la zona sur del Uruguay exis-
ten varios tipos de tambos diferenciables
de acuerdo a normas de higiene, mane-
jo y practicas de ordefio utilizadas.

Los rodeos estudiados se dividieron en
tres grupos de acuerdo a caracteristicas
bien definidas (cuadro 1). Se supuso
que el producir leche con 0 sin un pro-
grama de produccién de leche higieni-
ca1® y el tipo de ordefo realizado po-
dian influir en la forma de presentarse
la enfermedad. La seleccion se hizo de
acuerdo a una muestra de conveniencia,
basada en la eleccién de rodeos de fa-
cil acceso y ante la solicitud de médi-
cos veterinarios que pretendfan cono-
cer la situacién de establecimientos de
su radio de accién.

Se tomo al azar un maximo de mues-
tras de 30 animales por rodeo.

El estudio se realizdé mediante una
unica visita a cada rodeo, durante el pe-
riodo de abril 1972 - abril 1973.

CUADRO 1
Caracteristicas de cada uno de los grupos de tambos estudiados.

Numero de Vacas en produccién Vacas examinadas
Grupo Tipo de Leche establecimientos
de tambo ordene calificada muestreados No Promedio NO %
A Manual Noﬂ 10 191 19.1 182 95.25
B Manual Si 10 591 59.1 283 47.88
c Mecanico Si 23 1091 47.4 652 59.76

3.3 Toma de muestras

Previo a la toma de muestras indivi-
duales de leche de cada cuarto y pro-
cediendo antes del ordeno, se lavo la
ubre con agua fria, se realizd el strip-
cup, se desinfecté con solucidn de hipo-
clorito de sodio (500 p.p.m.), se seco
con toallas individuales y se desinfecta-
ron los pezones con alcohol a 70°.
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La leche se recogié en tubos estériles
con tapa de rosca, a razén de 15 ml. por
cuarto, siguiendo la metodologia re-
comendada por Plommet @, Se man-
tuvo refrigerada entre 4-6 grados centi-
grados y se proceso dentro de las 18-24
horas siguientes a su extraccion.

No se muestrearon animales que pa-
decian mastitis clinicas.



3.4 Analisis bacterioldgicos

Aproximadamente 0.01 ml. de leche
de cada cuarto se sembr6 en media pla-
ca de agar sangre esculina con cruz de
toxina estafilococica beta (5 % de san-
gre bovina desfibrinada, previamente
probada para conocer su reaccion fren-
te a Staphylococcus productores de to-
xina alfa, beta y alfa-beta; y 0.1 % de
concentracion final de esculina),

La toxina estafilocécica beta fue pro-
ducida y estandarizada de acuerdo al
método usado en Dinamarca. Las pla-
cas sembradas se incubaron aerdbi-
camente a 37°C, se examinaron entre
las 18-24 horas y cuando no hubo creci-
miento se reexaminaron a las 48 horas.

Las colonias de bacterias que se ob-
tuvieron se seleccionaron en base a su
morfologia y de acuerdo al esquema si-
guiente:

Str. agalactiae: CAMP positivo, escu-
lina negativo, hemdlisis positiva o nega-
tiva.

Str. hemolyticus: CAMP negativo, es-
culina negativo, hemolisis beta.

Str. uberis: CAMP positivo o negativo,
esculina positivo, hemdlisis negativa.

Str. dysgalactiae: CAMP negativo, es-
culina negativo, hemolisis negativa o
alfa.

Streptococcus que atacan la esculina:
CAMP negativo, esculina positivo, he-
molisis negativa.

Los Staphylococcus se clasificaron en
base a la produccién de toxina en alfa,
beta y alfa-beta, Cualquier otro germen
de aparicion esporadica, so6lo se identi-
fic6 por la 'morfologia de la colonia y
tincién de Gram.

3.5 Determinacion del contenido ce-
lular

Se realizd el test de Schalm y Noor-
lander ¢ a las leches provenientes de
cada cuarto, interpretandose las reac-
ciones de acuerdo a dichos autores. El

reactivo usado se preparé de acuerdo a
las recomendaciones de la Danish Dairy
Federation.

Debido a la imposibilidad practica de
tomar una muestra de leche mezcla en
cada uno de los establecimientos estu-
diados y con el propdsito de estimar el
contenido celular en la leche mezcla del
rodeo, se aplicé la férmula de Schnie-
der 3211 3 cada animal muestreado.

El resultado de la suma de cada uno
de los datos individuales obtenidos lue-
go de la aplicacion de la mencionada
férmula, dividido por el nimero de vacas
estudiadas, da una cifra que se puede
considerar estimativa del contenido ce-
lular de la leche mezcla producida en
cada uno de los rodeos estudiados.

Los resultados individuales de los ro-
deos se utilizaron para estimar el prome-
dio de células por ml. de leche mezcla
para cada grupo de tambo.

3.6 Estimacion de la disminucion de la
produccion lactea

De acuerdo a los datos experimentales
aportados por Forster %' y en base al
grado de reaccidn al CMT, se calculd el
porcentaje de merma en la produccion
lactea para cada animal muestreado.
Con los resultados obtenidos se estimo
el valor promedio de disminucion de
produccion lactea por animal, para cada
grupo de tambo.

3.7 Determinacion de residuos de anti-
bidticos

Cuando se obtuvieron leches prove-
nientes de animales con historia de tra-
tamiento en los siete dias anteriores a
la toma de las muestras y/o cuando le-
che de varios animales presentaron
reaccion de dos o mas cruces al CMT y
cultivos negativos, se realizé la busque-
da de residuos de antibidticos de acuer-
do a la técnica de Read ¢*® usando la
cepa ATCC 9341 de Sarcina Lutea.

3.8 Prueba de sensibilidad a los anti-
biaticos
Para el estudio de la sensibilidad se
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utilizé el método de los discos impreg-
nados, sobre cepas de Staphylococcus
y Streptococcus aisladas de cuartos con
mastitis subclinica

Diches gérmenes, se hicieron crecer
en Brain Hearth Infusion (DIFCO B 37)
por 18-24 horas a 379C. Aproximadamen-
te 0.1 ml. de cada cultivo de Staphylo-
coccus se deposito en una placa de agar
Mueller-Hinton (DIFCO B 0757) y se ex-
tendié con espatula de Drigalsky. Para los
Streptococcus en lugar de agar Muelier-
Hinton se uso agar sangre bovina al
5 %. Los antibidticos y las concentra-

ciones usadas en cada uno de los d_ls-
cos fue la siguiente: Peniclina (10 u. 1),
Estreptomicina (10 mcgr). Cloramfeni-
col (30 ‘mcgr), Tetraciclina (30 megr),
Eritromicina (15 mcgr) Yy Sulfonami-
da (300 mcgr.). Solo se uso sulfonami-
da sobre el medio de agar Mueller-Hin-

ton.

RESULTADOS o
4.1 Prevalencia de mastitis subclinica

El cuadro 2 muestra la prevalencia de
mastitis subclinica en los tres grupos de
rodeos estudiados.

CUADRO 2
Prevalencia de mastitis subclinica en cada grupo de tambo.

rGfUDo de Numero de vacas Nimero de vacas con Porcentajes de vacas
tambo muestreadas mastitis subclinica con mastitis subclinica
A 182 74 40.65
B : G B, S i
C 652 332 GOrco

Las diferencias entre cualquiera
de los grupos altamente significativo:
Chi® = 28.84 (P <« 0.001 para 2 G. L.).
También es significativa la diferencia

entre cualquier comparacion binaria en
tre los tres grupos.

La distribucion de vacas enfermas pa-
ra cada grupo de rodeos se indica en el
cuadro 3,

CUADRO 3
Distribuciéon porcentual de vacas enfermas en cada grupo de tambos

Nimzro de rodeos con
Grupo de Numero de rodeos %0‘-;37‘%—\;30515‘ 7ﬁ374—é7%73ca_s_—‘681700 :/o vkamce»\;
tambo muestreados enfermas enfermas enfermas
A 10 7 8 0
i 10 0 6 P PR
c 23 5 15 Fa

4.2 Analisis bacterioldgicos

El nimero y porcentaje de rodeos in-
fectados con Str. agalactiae y Staph. he-
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molyticus para cada grupo de tambos se
indica en el cuadro 4.



CUADRO 4
Rodeos infectados por Str. agalactiae y Staph. hemolyticus

e N At ha e e Rodeos con Str. agalactiae Rodeos con Staph. hen'l'gl_yticus
tambo muestreados No % N© %
A 10 8 80 8 80
B 10 10 100 Ty B
C 23 19 82.6 21 91.3

El Unico rodeo del que no se aislé
ninguno de estos gérmenes corres-
pondio al grupo A, con un nivel de pre-
valencia de mastitis subclinica de
5.55 % en 21 vacas en ordeno.

El numero y porcentaje de vacas in-
fectadas con Str. agalactiae, Etaph. he-

molyticus y gérmenes varios para cada
grupo de tambos, estdn expresados en
el cuadro 5. Dentro del grupo denomi-
nado varios se encontrd: Str. dysgalac-
tiae, Str. hemolyticus, Streptococcus que
atacan la esculina, asi como Staphylo-
coccus no productores de toxina, Cory-
nebacterium spp. y otros.

CUADRO 5

Nivel de infeccion de diferentes gérmenes en cada grupo de tambos.

Grupo de tambo
Bacterias = et e e B
aisladas A B C
Vacas, enfermas Vacas, enfermas Vacas, enfermas

Streptococcus NE % AL % Ne %o
agalactiae 34 45.94 143 76.88 123 37.04
Staphylococcus
e 2 36.48 2% 12.90 123 37.04
Varios 13 17.56 19 10.21 86 25.90

En la comparacion intergrupo de los
resultados obtenidos sobre el aislamien-
to de los Staph. hemolyticus, versus
otros gérmenes, se encontré una muy
alta prevalencia de infecciéon a los pri-
meros en el grupo C de rodeos con un
valor de X* = 35.5 (P < 0.001) 2 G.L.

Efectuando el mismo tipo de compa-
racion entre Str. agalactiae versus otros
gérmenes, se encontrd una 'mayor preva-
lencia de los primeros en el grupo B de

rodeos con un valor de X? 76.41

(PR 0L 001N PR GHI0

De 530 cepas de Str. agalactiae aisla-
das se encontré que solo el 39 % pre-
sentaron hemdlisis.

De 531 cepas de Staph. hemolyticus
aisladas, el 36.36 % presentaron toxina
alfa; 47.61 % beta y 16.01 % alfa-beta.

El contenido celular, por grupo de
tambos se indica en el cuadro 6.
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Recuento celular promedio por ml. de leche mezcla en cac'i'a
porcentaje de disminucion de produccion

CUADRO 6

grupo de tambo y

Porcentaje de disminucion

Grupo de Recuento celular por o
tambo ml. x 10¢ de produccion
A 1.584 = 0.643 16ji,_____
B 2.100 = 0.518 , ‘1__7;1}1‘_ S
C 1.954 = 0.747 17.4

4.3 Estimacion de la disminucion de la
produccion lactea

4.4 Resultados de residuos de antibio-
ticos en leche

Los resultados se indican en el cua-
dro 7.

CUADRO 7
Presencia de residuos de antibiéticos

Los resultados obtenidos se expresan
en el cuadro 6.

Grupo de Muestras analizadas en  Muestras pcsitivas a residuos
tambos busqueda de residuos de antibiodticos
N© % NO % Sr
AR S e 7.31 9 Tohm
TG i e R B <

4.5 Resultados de los antibiogramas

Los resultados de las pruebas de sen-
sibilidad se indican en el cuadro 8

CRURANDEREOS
Sensibilidad de las cepas aisladas

Cepas aisladas Staph. hemolyticus Str. agalactiae Otros Streptococcus

Nimero de cepas

estudiadas 1) Zt =
S ﬁ% sen_s_ibles % sensiirtra_les %EEII;lb];E;
52.72 100 100
Estreptomicina 90.49 48.72 64.45
Cloramfenicol 90.90 98.65 07,360
Tetraciclina 93.65 98.69 i
Polimixina 59.64 33.70 40.55
Eritromicina 97.58 97.19 98.06
Sulfonamida 9.11 — =




DISCUSION

Debido a que el diagnéstico de mas-
titis subclinica se realiz6 en un mues-
treo Unico y considerando que existe la
posibilidad de colonizacién bacteria-
na transitoria, sin reaccion inflamato-
ria (%), se cree que la terminologia usada
fue correcta.

Es llamativo el hecho de que exista
un nivel de prevalencia significativa-
mente diferente para cada grupo de tam-
bos, encontrandose el nivel mas bajo en
el grupo A (cuadro 2). E! Unico motivo
aparente que podria asociarse con la ba-
ja prevalencia encontrada en este gru-
po es el reducido nimero de vacas de
ordefio por rodeo, lo que permite una
mejor atencion de los animales (cuadro
1), hecho también observado por Brook-
banks en N. Zelandia ®.

Rossi Lema et al. % también encuen-
tran un alto nivel de prevalencia indican-
do que el 68.5 % de leches provenien-
tes de cuartos individuales revelaron la
presencia de mastitis subclinica.

Se destaca el hecho, de que la alta
prevalencia de mastitis subclinicas de-
bidas al Str. agalactiae en el grupo B
tiene alta significacion estadistica. Esta
informacion coincide con los datos apor-
tados por la bibliografia que indican la
mayor importancia de este germen en
los rodeos donde se realiza ordeno ma-
nual @2

La mayor prevalencia de Staph. hemo-
lyticus en el grupo C, confirma los ha-
llazgos de que a medida que se meca-
niza el ordeno, estos gérmenes aumen-
tan la importancia como agentes produc-
tores de mastitis .

Rossi Lema et al. y col. '8 destacan la
mayor prevalencia de los Staphylococcus
sin mencionar la presencia de Str. aga-
lactiae, lo que puede deberse a que am-
bas muestras no son comparables y/o a
la diferente metodologia usada.

Si bien denominamos Str. agalactiae
a las colonias CAMP positivas, esculina
negativas, se debe tener presente que

tales reacciones pueden presentarlas
otros estreptococos que no pertenecen
al grupo B. de Lancefield (¥,

Se consideré atil y practico el uso del
caracter hemolitico para la diferenciacion
de los Staphylococcus. Much-Petersen,
usando la prueba rapida de la coagulasa
con plasma humano, encontré que el
90.8 % de 262 cepas de estafilococos
hemoliticos dieron reaccion de coagula-
sa positiva, comparado con el 34.9 % de
103 cepas no hemoliticas. El mismo au-
tor demuestra que la produccion de to-
xinas hemoliticas y coagulasa no son ca-
racteres independientes, pero ello no se
puede aplicar a las cepas no hemoliti-
cas (12) ’

Rossi Lema et al. (% estimaron una
pérdida que oscilaba entre 79 y 177 mi-
llones de litros de leche por afio en nues-
tro pais solamente por concepto de dis-
minucion de produccion lactea. Se cree
conveniente realizar nuevos estudios so-
bre la difusion y magnitud del problema,
como paso previo a la estimacién de pér-
didas economicas

El hallazgo de 15 muestras contenien-
do residuos de antibiéticos (en 150 ana-
lizados) demuestra la existencia de la
enfermedad en su faz clinica, y constitu-
ye un desafio a la salud publica y a la
industria, pues la leche que contenia an-
tibioticos fue remitida a las plantas re-
ceptoras. El mayor porcentaje de leches
con antibiéticos en el grupo C (cuadro
8) puede interpretarse como resultado del
mayor nimero de mastitis clinicas en di-
chos rodeos y/o al uso mas difundido de
los antibidticos por productores supues-
tamente mas avanzados desde el punto
de vista tecnologico.

A pesar de que en el Uruguay no exis-
te reglamentacion sobre venta y aplica-
cion de antibidticos para uso veterina-
rio, el problema de la resistencia de los
microorganismos no mostro ser tan gra-
ve como en otros paises 81924

Seria necesario realizar futuras inves-
tigaciones para determinar si los resul-
tados obtenidos en el presente estudio
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se hacen extensivos a la poblacién de
animales lecheros del Uruguay,

CONCLUSIONES

Los resultados del presente estudio,
muestran la existencia de alta prevalen-
cia de mastitis subclinicas en los tres
grupos de rodeos estudiados (cuadro 2).

Por primera vez en el Uruguay se se-
nala la importancia que tiene el Strep-
tococcus agalactiae como agente produc-
tor de mastitis (cuadros 4 y 5). El conte-
nido celular en cada grupo de tambos es-
tudiados resulté ser elevado (cuadro 6).
A través de los porcentajes de disminu-
cion de la produccion obtenidos se puede
afrmar que las mastitis subclinicas cau-
san importantes pérdidas economicas

(cuadro 6). Los resultadqs_mgestra_n que
el programa de leche higienica, s bien
muy Uutil para otros fines, no influyé ni
estimulé al veterinario y/o productor pa-
ra aplicar medidas que salvaguarden la
salud de las ubres (cuadros 2 y 3).

Se destaca la importancia de trabajar
con cruz de toxina estafilocécica beta,
para detectar el mayor niimero posible
de colonias de Streptococcus agalactiae.

Se cree necesario utilizar técnicas de
deteccion de antibidticos en leche en las
Usinas de recepcion dado el alto porcen-
taje de muestras positivas encontradas.

De repetirse los resultados de sensibi-
lidad microbiana a los antibidticos, seria
recomendable el uso de combinaciones
de penicilina-streptomicina para el con-
trol de las mastitis subclinicas.

duction is estimated.

o

of the problem.

SUMMARY
The prevalence of mastitis and the different etio-
logical agents are described, and the loss of milk pro-

The 43 herds studied were classified
groups according to their management cenditions. The
bacteriological analysis was carried out and the tested
animals had their cellular contents determined. This
was done by taking samples of milk from each indi-
vidual quarter using the CMT. The presence of anti-
biotic residues in milk was searched for, and sensibili-
ty tests on isolated strains from quarters with subcli-
nical mastitis were carried out.

The prevalence of subclinical mastitis was signi-
ficantly different for each group of dairy herds (P <
0.001). The levels found were 40.65 % for group A,
65.72 % for group B and 50.92 % for group C. For
the first time in Uruguay, the importance of Str. aga-
lactiae was recognized as a producing agent for mas-
titis together with the high prevalence of haemolitic
Staphylococcus in mechanical dairy herds. The decrea-
se of ‘milk production was estimated as: 16.45 % for
group A, 17.41 % for group B and 17.4 % for group C.

The significance of the different levels of preva-
lence as well as the presence of antibiotic residues
and the sensibility of isolated strains were discussed.
It is concluded that there is a need to perform future
research work to determine the extent and magnitude

in three
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