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INTRODUCCION

Atin cuando la informacién con que se cuenta sobre la participacién de los
estafilococos en las mamitis del ganado vacuno en los diferentes paises es muy
variable, existe acuerdo general en el sentido de que se trata de uno de los
agentes més frecuentes e importantes. En nuestro pafs, la falta de datos sobre
el papel relativo de los estafilococos como agentes etiolégicos de estas enfer-
medades y, en general, de los otros microorganismos es casi absoluta.

En un proyecto de investigacién que se lleva a cabo en nuestro laborato-
rio, cuyos objetivos finales son la caracterizacién bioquimica y fisiolégica de
los estafilococos productores de mamitis y el estudio de su capacidad de
produccién de enterotoxinas y, consiguientemente, de intoxicaciones alimenta-
rias humanas, se hizo necesario inicialmente contar con un nimero adecuado
de cepas. A este fin, se llevé a cabo la toma de muestras de leche procedentes
de vacas que presentaban sintomas de mamitis clinica y de otras que, ain no
presentando sintomas, daban positiva una prueba rdpida de mamitis subclinica,
asi como el aislamiento e identificacién de los agentes causales con especial
atencién a los estafilococos.

Con los resultados de esta primera fase del proyecto a que nos estamos
refiriendo, se obtuvo una informacién de la participacién relativa de los estafi-
lococos en las mamitis clinicas y subclinicas del ganado vacuno, informacién
de la que se da cuenta en este trabajo.
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MATERIAL Y METODOS
Toma de muestras:

Las muestras estudiadas correspondian a formas diversas de mamitis,
tanto clinicas como subclinicas. En las mamitis clinicas, la leche siempre
presentaba modificaciones de sus caracteres organolépticos. En algunos de
estos casos los animales habian sido tratados. Las mamitis subclinicas fueron
diagnosticadas por el método répido denominado «California Mastitis Test»,
utilizando el reactivo y material suministrados por la firma Especialidades
Drosan, S. A. Se consideraron como sospechosos de mamitis subclinica ni-
camente los animales con reacciones claramente positivas y sélo las muestras
de estos animales fueron sometidas a anélisis bacteriolégico.

Todas las muestras de mamitis subclinicas y la mayoria de mamitis
clinicas fueron recogidas por nosotros en los propios establos. En alguna
ocasién, las muestras de mamitis clinicas fueron traidas al laboratorio por
veterinarios clinicos instruidos previamente sobre la forma de la toma de
muestras.

En la Tabla I se indica la procedencia de las muestras, el nimero de
muestras estudiadas y el nimero de animales y establos de los que procedian.
En la Fig. 1 se senalan las zonas de muestreo. En la zona de Montafa pre-
dominaba la raza parda alpina, en la Ribera la frisona y en El Bierzo se mues-
trearon animales de ambas razas. En cuanto a las condiciones higiénicas de los
establos y la forma de ordefio, en la montafia el ordeno era a mano y las con-
diciones higiénicas muy deficientes. Por lo que se refiere a la comarca de El
Bierzo, las condiciones higiénicas eran variables, asi como la forma de ordeno.
Finalmente, en la zona de Ribera, las condiciones higiénicas de los establos
eran, por lo general, buenas y el ordefio mecanico. La edad de las vacas
muestreadas era diversa, asi como también la fase de la lactacién y la época
del afo.

En general, cada muestra procedia de un animal, aunque en algiin caso se
contd con dos 0 mas muestras de un mismo animal procedentes de dos o maés
cuarterones afectados. El tamafio de la muestra fue variable, aunque por lo
general oscilaba entre 10 y 15 ml.

La toma de muestras, su traslado al laboratorio, su conservacién y prepa-

TABLA 1
Procedencia de las muestras
Procedencia N." de muestras N.? de animales N.“ de rebafios
Zona de Montana 77 67 24
Zona de Ribera 69 57 50
Comarca de El Bierzo 22 19 11
TOTAL 168 143 85
— 84 .
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Figura 1.-Zonas de muestreo. El nimero entre paréntesis indica los animales muestreados en
cada zona.

racion previa a la siembra y la propia siembra se realizaron segin las instruc-
ciones del National Mastitis Council''. En todos los casos, las muestras se
recogian en frascos estériles con tapén de rosca, previa limpieza de la mama
con agua tibia y secado con servilleta de papel y final desinfeccién del extremo
del pezon con alcohol. Se tenia buen cuidado también en el lavado con una
solucién desinfectante de las manos de la persona que tomaba las muestras. Al
objeto de arrastrar en lo posible la flora existente en el conducto del pezén, se
despreciaron siempre los primeros chorros.

Las muestras se llevaban al laboratorio en una nevera portitil y, una vez
en él, se conservaban refrigeradas. Las siembras se realizaban lo antes posible
y siempre dentro de las 24 horas. Las muestras refrigeradas se mantenian a
37°C durante 5-10 minutos y se agitaban suavemente antes de la siembra. En
ninglin caso fueron incubadas ni centrifugadas.

Cultivo y aislamiento:

Los medios utilizados para el aislamiento de las cepas fueron diversos con
las primeras muestras: mannitol salt agar, CHAPMAN-STONE medium, Staphylo-
coccus medium 110, BAIRD-PARKER medium y agar sangre. Los medios citados
fueron suministrados por la firma Difco, salvo el medio de BAIRD-PARKER que
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era de la firma Oxoid y el agar sangre que fue preparado en el propio
laboratorio utilizando triptose blood agar base (Difco) al que se afiadia 5 % de
sangre de vacuno joven citratada. Por razones de experiencia, de economia y
précticas, se eligieron para el resto de las muestras tinicamente dos medios: el
de BAIRD-PARKER, en razén de sus mejores resultados y la mas facil identifica-
cién de las colonias, y el agar sangre por obtenerse en él una buena informa-
cién de la flora bacteriana presente en la muestra.

De cada muestra se sembraba por extensién en superficie en cada uno de
los medios 0,1 ml aproximadamente por placa. Las siembras se incubaban a
37°C y la observacién se realizaba a las 24 horas y en los dias subsiguientes.
Las siembras en las que aparecian cultivos puros con colonias que presenta-
ban caracteres propios de los estafilococos y que pertenecian a cocos Gram
positivos catalasa positivos, y aquellas otras en las que, aun tratindose de un
cultivo mixto, las colonias sospechosas de ser estafilococos eran predominan-
tes o abundantes y la mamitis no podia atribuirse a los otros gérmenes
presentes, se consideraban como positivas de probable mamitis estafilocécica.
Las cepas correspondientes se seleccionaron para posterior estudio. En los
reducidos casos en que se aislé6 mas de una cepa de un mismo animal por
haber contado con muestras de mis de un cuarteré6n mamario, se eligié
solamente una de las cepas aisladas. Las siembras de las que se obtuvieron
cultivos mixtos en los que las colonias sospechosas de ser estafilococos por
corresponder a cocos Gram positivos catalasa positivos estaban presentes en
nimero no significativo se consideraron como negativas de mamitis estafilocé-
cica y estas cepas no fueron seleccionadas para posterior estudio. Nimero no
significativo indica un nimero muy reducido de colonias (< 5-10 por placa),
procedentes quizas del conducto del pezén o de una contaminacién. Se tuvo
también en cuenta en estos casos si los otros gérmenes presentes en las
siembras podian considerarse como los agentes de la mamitis, lo que ocurria
frecuentemente, y el hecho de si los animales habian sido o no tratados.
También se consideraron como negativas de mamitis estafilocécica las siem-
bras en las que las colonias no pertenecian a cocos Gram positivos catalasa
positivos. Finalmente, las siembras en las que no se observé ningiin tipo de
crecimiento bacteriano se consideraron igualmente como negativas.

De las siembras positivas de probable mamitis estafilocécica se tomaba
una colonia representativa y se sembraba en caldo BHI (Difco) y en agar BHI
(Difco) inclinado. Los cultivos se incubaban a 37°C durante 18-24 horas y se
utilizaban para la prueba de fermentacién anaerébica de la glucosa.

Tincién por el método de Gram:

Esta tincién se llevé a cabo con reactivos y por la técnica aconsejada por
la firma Difco.
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Prueba de la catalasa:

Se realizé6 depositando gotas de perdxido de hidrégeno al 3 % p/v sobre
colonias en placas de agar triptona extracto de levadura, con un 1% de
glucosa, incubadas en aerobiosis, y observando la formacién de burbujas.

Se incluyé la glucosa al objeto de excluir posibles cepas de pediococos?;6,

Fermentacién anaerébica de la glucosa:

Se realiz6 por la técnica recomendada por el Subcommittee on Taxonomy
of Staphilococci and Micrococci'®. Se cuidé especialmente el llenado de los
tubos hasta 2/3 de su longitud, la esterilizacién del medio (20 minutos a 115°C)
y la siembra de un inéculo importante hasta el fondo del tubo. Con cada cepa
se sembraron tres tubos: dos de ellos se incubaron en condiciones de anaero-
biosis, uno cubierto con una capa de parafina estéril y otro en una jarra
GasPak (BBL) de cultivo de anaerobios, y el tercero en aerobiosis. En los tres
casos, el periodo de incubacién fue de cinco dias a 37°C.

Los cultivos que presentaban todo el medio amarillo se consideraban
positivos de fermentacién de la glucosa (caso de los tubos incubados en
condiciones de anaerobiosis) o de utilizacién oxidativa de este azicar (caso de
los incubados en aerobiosis). Y como negativos aquellos en que el medio no
habia cambiado su color violeta original. En un nimero reducido de casos, el
cambio de color en los tubos incubados en anaerobiosis era sélo parcial
(amarillo rojizo en todo el tubo, pH final a los cinco dias entre 5,8 y 6,1) y estas
cepas se consideraron como fermentadoras débiles de la glucosa. En los tubos
incubados en aerobiosis, las cepas clasificadas como débilmente positivas
correspondian a un cambio de color al amarillo sélo en parte del tubo, gene-
ralmente en la superior. En los casos de las cepas calificadas como fermenta-
doras débiles de la glucosa o débilmente positivas, las pruebas se repitieron
para mayor seguridad. .

Conservacién de las cepas:

Una vez realizadas las pruebas de utilizacién de la glucosa, las cepas se
pasaron a cultivos en agar BHI inclinado para su utilizacién en las pruebas
inmediatas y se liofilizaron para su conservacién a largo plazo. En el caso de
las cepas en agar inclinado se realizaron resiembras mensuales.

RESULTADOS

En la Tabla I se indican las muestras estudiadas y sus procedencias. En
total, se han estudiado 168 muestras procedentes de 143 animales en 85
establos. De las 168 muestras estudiadas, 130 procedian de otros tantos anima-
les muestreados en un solo cuarterén, y las 38 restantes de 13 animales
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TABLA II

Casos de mamitis estudiados y resultados del analisis bacteriolégico

Positivos de mamitis ~ Negativos de mamitis

estafilocécica estafilocéeica
Positivos
Nimero de Cultivos Cultivos Cultivos de Crecimiento
Forma de mamitis animales puros mixtos mixtos gérmenes  negativo
muestreados (o)) (2) diversos
Mamitis clinicas no tratadas 62 (43,3)* 19 9 8 19 7
Mamitis clinicas tratadas 26 (18,2) 4 - 2 10 10
Mamitis subclinicas 55 (38,5) 25 - 6 12 12
TOTAL 143 (100) 48 9 16 41 29

(1) Estafilococos predominantes o abundantes.
(2) Cocos Gram + catalasa + en niimero no significativo.
*  Las cifras entre paréntesis indican porcentajes.

muestreados en dos o mds cuarterones. Los resultados de la Tabla II no se
refieren a las muestras sino a los animales muestreados, ya que en los casos de
siembras de mds de un cuarterén de un mismo animal dnicamente se ha
contabilizado una de las siembras. Como puede observarse en la mencionada
Tabla II, de los 143 casos de mamitis estudiados, 88 (61,5 %) correspondian a
mamitis clinicas y 55 (38,5 %) a mamitis subclinicas. En 57 (39,9 %) de los
animales estudiados, la causa de la mamitis pudo ser atribuida a estafilococos,
ya que o bien se obtuvieron estos gérmenes en cultivo puro (en 48 de los casos)
o las colonias a ellos pertenecientes eran predominantes o abundantes en los
cultivos mixtos (en 9 de los casos). Se asumié en un principio que siendo
estas 57 cepas cocos agrupados en racimos, Gram positivos, catalasa positivos,
y agentes de mamitis, podian ser incluidas en los géneros Staphylococcus o
Micrococcus3. Teniendo en cuenta los datos de fermentacién anaerébica de la
glucosa (véase mds adelante), se designa a estos gérmenes ya en la Tabla Il y
en lo que sigue como estafilococos. En otros 16 casos se comprobé la presencia
de cocos Gram positivos, catalasa positivos, de morfologia semejante a los
anteriores, pero su escaso niumero en relacion con el resto de la flora presente
no permitié considerar a estas cepas como los agentes etiolégicos del proceso.
De los restantes casos, en 41 se puso en evidencia la presencia de una flora
constituida por formas diversas (bacilos Gram positivos, bacilos Gram negati-
vos, cocos Gram positivos catalasa negativos, etc.), frecuentemente en cultivo
puro, y en 29 no se obtuvo ningin tipo de crecimiento bacteriano.

En la Tabla III se recogen los resultados obtenidos en las pruebas de
utilizacién de la glucosa. Como puede verse, de las 57 cepas estudiadas 50
(87,7 %) fermentaban este azicar en anaerobiosis, seis (10,5 %) fueron califi-
cadas como fermentadoras débiles y una (1,75 %) como no fermentadora. Esta
dltima cepa crecia de modo abundante en anaerobiosis, pero el cambio de
color producido fue minimo (pH final a los cinco dias 6,6). Esta misma cepa
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TABLA 111
Resultados de las pruebas de utilizacién de la glucosa
En anaerobiosis En aerobiosis
Positivas 50 (87,7 %) 56 (98,25 %)
Fermentadoras débiles o débilmente positivas 6* (10,5 %) 1**(1,75 %)
Negativas 1 (1,7 %) -
TOTAL 57 57

*
L

Cambio de color incompleto: amarillo rojizo en todo el tubo (pH final a los cinco dias entre 5,8 y 6).
Cambio de color al amarillo inicamente en 1/3 del tubo.

utilizaba débilmente la glucosa en aerobiosis frente al resto de las cepas que
fueron claramente positivas de utilizacién oxidativa de este azicar.

DISCUSION

Como hemos senalado anteriormente, el porcentaje absoluto de mamitis
por estafilococos encontrado ha sido del 39,9 %. Este porcentaje debe anali-
zarse teniendo en cuenta el criterio seguido en la interpretaciéon de los resulta-
dos de las siembras, asi como las circunstancias de que se ha obtenido del
estudio tanto de mamitis clinicas como subclinicas, de que cierto nimero de
mamitis clinicas (véase Tabla II) habian sido tratadas antes de la toma de
muestras y de que en su estimacién se han contabilizado todos los casos de
mamitis estudiados (en total 143), aun cuando las siembras fueran negativas o
no permitiesen adscribir la mamitis a un agente determinado.

En nuestro pais, existen muy pocos trabajos publicados que den cuenta de
los porcentajes en que intervienen los diversos agentes productores de mamitis
en el ganado vacuno. En una publicacién reciente, Rojo VAzQuez et al.'3
senalan que de 60 casos de vacas diagnosticadas de mamitis subclinica por
recuento celular, en 49 se aislaron estafilococos. VENDRELL BALLONGA'8, en una
campana de lucha contra la mastitis bovina en el trienio 1975-77, realizada en
unos 3.000 animales, da cuenta de 1.738 anélisis microbiolégicos positivos,
senialando una frecuencia de participacién de los estofilococos del 53 %.

En otros paises, el porcentaje de participaciéon de los estafilococos en
infecciones mamarias del ganado vacuno es variable, aunque casi siempre
elevado. Existen pocos trabajos, sin embargo, que den datos concretos referi-
dos a mamitis clinicas o subclinicas. NARDELLI et al.'°, en Italia, obtienen
porcentajes de participacién de los estafilococos del 25,5 % para las mamitis
subclinicas y del 8,2 % para las clinicas.

Son més abundantes los trabajos que seiialan el % de infeccién por
estafilococos en rebafios o grupos amplios de animales. Asi, WALLACE et al.’®,
en Hawaii, en un rebafio de 1.000 vacas, de las que 108 presentaban mamitis
clinicas o subclinicas, aislaron S. aureus en el 50 % de los animales estudia-
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dos. PaRisi y BALDWIN'? estudian un rebafio de 55 vacas en Ohio, 21 de las
cuales (31,5 %) eliminaban S. aureus y sélo siete (12,5 %) presentaban mamitis
clinicas. En otro rebafo de 20 animales, encuentran que aproximadamente la
mitad estaban infectados. Finalmente, en 920 animales de 14 rebafos detectan
los citados autores un % de infeccién del 16,9 %. Segin datos de SCHALM et
al.'*, las infecciones mamarias por estafilococos en el ganado vacuno en
California alcanzan cifras medias del 40 %. En Dinamarca, MADSEN® da los
resultados de un estudio de 180.047 muestras de leche, de otros tantos anima-
les, de los que 12,3 % estaban infectados. TERPLAN y ZAADHOF'?, en Alemania,
sefnalan un porcentaje de infeccion del 41,4 % en 442 vacas por ellos estudia-
das. Finalmente, datos de la FIL7 indican que de 126.409 muestras de leche
estudiadas en Austria durante cuatro afios, 26.643 (19,7 %) contenian estafilo-
cocos hemoliticos.

Si se tiene en cuenta el niimero de casos de mamitis clinicas no tratadas,
de mamitis clinicas tratadas y de mamitis subclinicas, el porcentaje de diag-
noéstico de estafilococos fue del 45,2 %, del 15,4 % vy del 45,4 %, respectiva-
mente. Resulta evidente de estos datos la influencia decisiva del tratamiento
en el aislamiento de estafilococos agentes de mamitis. La influencia del trata-
miento se observa también en el niimero de casos con crecimiento negativo
(véase Tabla II).

Un analisis de los resultados teniendo en cuenta la procedencia de las
muestras (véase Tabla IV), permite poner de manifiesto el porcentaje muy
superior de los estafilococos como agentes de mamitis encontrado en los
animales de la zona de Montana (53,7 %), comparado con los de la zona de
Ribera (29,8 %). La explicacién a estos resultados quizds haya que encontrarla
en las circunstancias de higiene deficiente y raza mds ristica de las explota-
ciones tradicionales de la zona de Montana. Cierto es también que en este

‘grupo de animales de Montafia mas de 2/3 (47 de un total de 67) eran mamitis

subclinicas, mientras que en los animales de Ribera no se estudié ninguna
mamitis subclinica. SCHALM et al.’® concluyen en su obra sobre mamitis
bovinas que la manifestacién méas comiin de las mamitis por estafilococos es la

TABLA IV

Casos de mamitis estudiados y diagnésticos de mamitis estafilocécica realizados, segin
la procedencia de las muestras

Clinicas no Clinicas % de mamitis

Zona tratadas tratadas Subclinicas Total estafilocécica
Montana 18 (12)* 2 (2) 47 (22) 67 (36) 53,7
Ribera 37 (15) ) 20 (2) 0 57 (17) 29,8
El Bierzo 7 (1) 4 (0) 8 (3) 19 (4) 21,0
TOTAL 62 (28) 26 (4) 55 (25) 143 (57) 39,9

* La primera cifra indica el nimero de casos estudiados y la cifra entre paréntesis el nimero de

diagnésticos positives de mamitis estafilocéeica.
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forma subclinica. Estos resultados también pueden estar influenciados por el
hecho de que de las 20 mamitis clinicas estudiadas en los animales de la zona
de Montafia, dnicamente dos habian sido tratados, mientras que de las 57
estudiadas en los animales de la zona de Ribera lo habian sido 20. Con todo, si
consideramos sé6lo las mamitis clinicas no tratadas en ambos grupos de anima-
les, mientras que en los primeros el porcentaje de mamitis por estafilococos
fue del 66,7 % en los segundos fue sélo del 40,5 %.

En cuanto a la eficacia de los medios utilizados en el aislamiento de
estafilococos, todas las muestras con las que se obtuvieron cultivos puros en
agar sangre, o mixtos en los que predominaban este tipo de gérmenes, también
dieron cultivos abundantes en el medio de BAIRD-PARKER. En cambio, con las
muestras que producian cultivos mixtos en agar sangre donde las colonias
pertenecientes a estafilococos eran escasas, estas colonias no aparecian gene-
ralmente en el medio de BAIRD-PARKER. MUNCH-PETERSEN? estudia la eficacia de
cuatro medios en el aislamiento de estafilococos a partir de leche normal,
encontrando como mdis eficaces el agar sangre y el medio de BAIRD-
PARKER. En cuanto a la eficacia diagnéstica de estos dos medios de cultivo,
en el agar sangre fue decisiva en muchos casos la hemdlisis, el aspecto, el
tamafio y el color de las colonias. Por lo que se refiere al medio de BAIRD-
PARKER, deben destacarse dos hechos: el crecimiento en algunos casos de
gérmenes no pertenecientes al género Staphylococcus y los problemas que se
presentan a la hora de asociar el aspecto de las colonias con el mencionado
género, fundamentalmente por la inconstancia de la reaccién en yema de
huevo. En relacién con el primero de estos hechos, cabe sefialar que hemos
constatado en algunos casos el crecimiento en este medio de gérmenes perte-
necientes al género Corynebacterium, de estreptococos y de bacilos Gram
positivos. En ningiin caso se comprobé el crecimiento de bacilos Gram negati-
vos. En relacién con la especificidad del medio de BAIRD-PARKER, DE WAART et
al.* sefialan que en él pueden crecer formando colonias negras algunos estrep-
tococos del grupo D, micrococos, corinebacterias y enterobacteridceas, aun-
que ninguno de estos gérmenes produce aclaramiento del medio. El propio
BAIRD-PARKER! indica también la posibilidad de crecimiento de levaduras,
mohos y bacilos, aunque sus colonias, segiin él, son facilmente diferenciables.
En un trabajo reciente, WECKBACH y LANGLOIS?® dan cuenta del aislamiento a
partir de leche en el medio de BAIRD-PARKER de 303 cepas de cocos Gram
positivos, de las que 16 eran estreptococos y el resto estafilococos. El segundo
de los hechos antes mencionados se refiere a la irregularidad con que los
estafilococos presentan la reaccién en yema de huevo, cardcter de valor
diagnéstico: de las 57 cepas estudiadas por nosotros 31 (54,4 %) no presenta-
ban aclaramiento del medio.

Aun cuando la diferenciacién de los géneros Staphylococcus y Micrococcus
estd en la actualidad sujeta a controversia, los resultados de la Tabla III no
presentan problemas en su interpretacién. De las 57 cepas estudiadas, 56
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fermentaban la glucosa en anaerobiosis, lo que permitié clasificarlas como
pertenecientes al género Staphylococcus'®, ya que si bien existen dudas sobre
si los cocos Gram positivos, catalasa positivos, que no fermentan la glucosa en
anaerobiosis, deben adscribirse siempre al género Micrococcus, parece haber
acuerdo més general en el sentido de que los que cumplen el criterio cldsico de
fermentacion del mencionado azicar pueden clasificarse como Staphyloco-
ccus. La cepa restante fue considerada como posiblemente perteneciente a este
mismo género por su capacidad de crecimiento abundante en anaerobiosis®.

RESUMEN

En este trabajo se da cuenta del papel de los estafilococos como agentes
de mamitis en el ganado vacuno. En total, se han estudiado 143 casos de
mamitis, de los que 88 correspondian a mamitis clinicas y 55 a mamitis
subclinicas. De los 143 casos estudiados, 57 (39,9 %) fueron atribuidos a
estafilococos. Los resultados obtenidos se relacionan con la raza, el tipo de
ordefio y las condiciones higiénicas de las explotaciones, asi como con el tipo
de mamitis, clinica o subclinica, y con el hecho de si los animales habian sido
o no tratados antes de la toma de muestras.

Las cepas de estafilococos aisladas cumplen de modo uniforme el criterio
taxonémico de la fermentacién anaerdbica de la glucosa.

SUMMARY
STAPHYLOCOCCI AS AGENTS OF MASTITIS IN CATTLE

This work deals with the important role of staphylococci as agents of
mastitis in cattle. 143 mastitis cases have been studied, of which 88 were
clinical mastitis and the remaining 55 subclinical mastitis. 57 (39,9 %) of the
total cases studied were attributed to staphylococci. The results obtained are
considered in relation with the race, type of milking and farm hygienic condi-
tions, as well as with the type of mastitis and, in some cases, with animal
treatments before taking samples. All the strains of isolated staphylococci
fermented glucose anaerobically.
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