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RESUMEN:

Elestudio se realizé en unalecherfa de la Empresa Pecuaria Genética Los Naranjos, en el municipio Caimito —provincia Artemisa,
Cuba-, con el objetivo de evaluar la prevalencia de mastitis subclinica y los microorganismos asociados a ella. Se tomaron muestras
de leche a cada animal (10 mL), en frascos estériles, para la determinacién del porcentaje de grasa y de los contenidos de proteina,
lactosa y sélidos totales (ST). Asimismo, se realizé un diagnéstico de la enfermedad mediante la prueba de California, con conteo
de células somaticas, y se determinaron los agentes microbioldgicos causantes de esta patologfa. Se encontré una elevada prevalencia
en el rebafio (60 %) durante abril y mayo, asi como un indice significativamente superior (p < 0,001) en mayo con respecto a
marzo. Los principales agentes etioldgicos causantes de la elevada prevalencia de mastitis subclinica en el rebafio en abril y mayo
fueron Staphylococcus aureus y Enterobacter spp. E1 50 % de los animales mostraron conteos de células somaticas superiores a 200
000 células/mL. No se encontraron diferencias significativas entre el conteo de microorganismos y los coliformes totales durante
el perfodo evaluado. Se concluye que la patologfa tuvo alta prevalencia en el rebano y que predominaron los agentes etioldgicos
contagiosos, con una frecuencia del 50 %. La leche tuvo una buena calidad nutricional; sin embargo, presentd altos conteos de
células somaticas, que traen consigo una mala calidad higiénico-sanitaria.

PALABRAS CLAVE: Bovinae, células, produccién lechera.

ABSTRACT:

The study was conducted in a dairy farm of the Genetic Animal Husbandry Enterprise Los Naranjos, in the Caimito municipality
—Artemisa province, Cuba-—, in order to evaluate the prevalence of subclinical mastitis and the associated microorganisms. Milk
samples were taken from each animal (10 mL), in sterile flasks, for the determination of the fat percentage and the contents
of protein, lactose and total solids (TS). Likewise, a diagnosis was made of the disease through the California test, with count
of somatic cells, and the microbiological agents that cause this pathology were determined. A high prevalence was found in the
herd (60 %) during April and May, as well as a significantly higher index (p < 0,001) in May with regards to March. The main
etiological causative agents of the high prevalence of subclinical mastitis in the herd in April and May were Staphylococcus aureus
and Enterobacter spp. From the animals, 50 % showed counts of somatic cells higher than 200 000 cells/mL. No significant
differences were found between the count of microorganisms and total coliforms during the evaluated period. It is concluded that
the pathology had high prevalence in the herd and that the contagious etiological agents prevailed, with a 50 % frequency. The milk
had good nutritional quality; however, it showed high counts of somatic cells, which bring about bad hygienic-sanitary quality.

KEYWORDS: Bovinae, cells, milk production.
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INTRODUCCION

La mastitis subclinica es una enfermedad con elevada prevalencia en el ganado lechero, y es una de las
patologias mds importantes que afectan la industria lictea y ocasionan pérdidas econémicas a los productores
de leche en el mundo. Por ello, se ha reconocido durante algun tiempo como el padecimiento més costoso en
los hatos lecheros (Calderén y Rodriguez, 2008; Ruiz-Gil et al., 2016).

Segtin Ponce et al. (2010), la mastitis subclinica no conlleva cambios visibles en la leche o en la ubre,
y se caracteriza por reduccion en la produccién, alteracién en la composicion de la leche y presencia de
componentes inflamatorios en esta.

La etiologia de la mastitis puede ser infecciosa, traumdtica o tdxica. Las bacterias causantes pueden ser
patdgenos mayores o menores de la glindula mamaria. Los patégenos mayores incluyen Staphylococcus
aureus, Streptococcus agalactiae y Actinomyces pyogenes, y otras baterias como Escherichia coli, Klebsiella
spp- y Enterobacter spp. Los patégenos menores incluyen Mycoplasma ssp., Pasteurella ssp., Nocardia ssp.,
Listeria ssp. y algunos hongos y levaduras, entre otros (Ericsson et al., 2009; Trujillo et al., 2011).

Segtin Ruiz-Gil (2016), reducir la prevalencia de la mastitis es una de las tareas importantes en la ganaderia
cubana, y se recomienda investigar las pérdidas econémicas asociadas a la enfermedad. De ahi que el objetivo
del estudio fuera evaluar la prevalencia de mastitis subclinica en las vacas y determinar los microorganismos
asociados a esta en un rebano bovino.

MATERIALES Y METODOS

Localizacion de la unidad. El estudio se realizé en una unidad de la Empresa Pecuaria Genética Los Naranjos,
en el municipio Caimito —provincia Artemisa, Cuba—-, durante el periodo marzo-mayo de 2016.

Suelo. El suelo se clasifica como Ferralitico Rojo (Herndndez-Jiménez et al., 2015).

Animales. La unidad contaba con 57 animales Holstein clinicamente sanos, de los cuales el 66,7 % eran
vacas para garantizar el fin productivo; el 16,0 % se encontraban en ordeno y el 38,3 % estaban secas, y se
distribuyeron en dos grupos (uno de ordefio y otro de animales secos). El sistema empleado paraambos grupos
fue el pastoreo continuo.

Manejo y alimentacién del rebano. La vaqueria tenia un 4rea total de 32 ha, de las cuales 26 ha estaban
destinadas a pastos, 3 ha a Cenchrus purpureusy 1 ha a Saccharum officinarum.

Las vacas pastoreaban de 6:00 a.m. a 10:30 a.m.; después se llevaban hacia las naves de sombra, donde se les
suministraba forraje y permanecian hasta la hora del ordefio (3:00 p.m.). Al finalizar el ordefio se trasladaban
hacia un drea préxima a la unidad, donde se mantenian hasta las 6:00 p.m.; después se llevaban a la nave de
sombra hasta el préximo ordefio (de 4:00 a 5:00 a.m.).

En la unidad se les ofrecfa concentrado comercial y forraje (C. purpureus); la cantidad de alimento
suministrado dependia de la categoria y estado productivo del animal. En el caso del grupo de ordeno se le
ofrecié concentrado a razén de 0,450 kg-1 kg de leche, ademas de 33 kg de forraje troceado por animal.

En la composicién floristica del pastizal predominaron: Dichanthium annulatum (24,4 %), Paspalum
notatum (44,5 %), Megathyrsus maximus (14,7 %) y un 16,4 % de plantas arvenses.

Toma de muestras e inspeccién de los animales. Se realizé la inspeccién de la ubre y de la rutina de ordeno.
A cada animal se le tomaron muestras de leche (10 mL), en frascos estériles; estas fueron trasladadas, en un
termo con hielo, al laboratorio del Centro Nacional de Sanidad Agropecuaria —Mayabeque, Cuba- para la
determinacion de la calidad de la leche, el diagndstico de mastitis subclinica y el diagndstico microbiolégico.
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Mediciones experimentales

Calidad de la leche. Las muestras se obtuvieron del total de vacas en ordeno en los primeros 150 dias de
lactancia. Se determind el porcentaje de grasa, el contenido de proteina, lalactosa y los sélidos totales (ST) por
el método infrarrojo (FIL-141: B, 1997), por medio del MilkoScan 104 A/S Foss Electric, segtin lo descrito
por Kent-Ruiz et al. (2014).

Diagnéstico de mastitis subclinica. Se realizé la Prueba de California para Mastitis (CMT, del inglés
California Mastitis Test), la cual se emple como método cualitativo; y se determind el contenido de células
somdticas presentes en la leche, segiin la metodologia descrita por Gdmez-Quispe et al. (2014), como método
cuantitativo.

Basado enlos resultados del CMT se determiné un indice de mastitis subclinica, donde: negativo: 1; trazas:
2,4: 3, ++: 4y +++: 5 (Gémez-Quispe, 2014), el cual se utilizd para el andlisis de los datos.

Se calculd la prevalencia de mastitis subclinica mediante la siguiente férmula:

) Numero de ammales posiftivos
Prevalencia = - - x 100
Numero de amimales muestreados

Diagnéstico microbiolégico. Se siguié el procedimiento descrito por Kent-Ruiz (2014), el cual se describe
a continuacién:

Se tomé 0,1 mL de cada muestra, se sembré en Agar Sangre (base de agar Columbia suplementado con
sangre de oveja desfibrinada al 5 %), y se incub6 a 37 °C por un periodo de 48-72 h. El aislamiento fue
vélido cuando se encontraron mas de tres colonias idénticas por muestra, y se consideraron contaminadas las
muestras cuando aparecieron més de tres tipos de colonias.

Los cultivos puros fueron probados por: catalasa, oxidasay tincién de Gram para un diagndstico presuntivo
hasta el nivel de género: Staphylococcus, Streptococcus, Corynebacterium, entre otros. Para la identificacién
de Corynebacterium se utilizé el crecimiento diferencial en Tryptic Soy Agar (TSA) y TSA suplementado
con 1 % de las especies Tween 80.

Para Staphylococcus la diferenciacién de especie fue apoyada por la coagulasa y la prueba de Voges-
Proskauer, y se dividié en S. aureus, Staphylococcus coagulasa positiva (CPS) y Staphylococcus coagulasa
negativa (CNS) si los resultados fueron positivo-positivo, positivo-negativo y negativo-negativo/positivo
para ambas pruebas, respectivamente. Para la identificacion de Streptococcus hasta especie se utilizé el medio
Edward siguiendo las indicaciones del fabricante.

Las células somdticas se contaron en el equipo Minor Fossomatic (Foss, Hillered, Dinamarca).

Procesamiento estadistico. Las variables calidad de la leche, microorganismos totales y coliformes totales
se procesaron mediante un andlisis de varianza (ANOVA) de clasificacién simple, para determinar las
diferencias entre los meses de muestreo; las medias fueron comparadas mediante la d6cima de Duncan (1955)
para un 5 % de significacién, después de verificarse que cumplian con la normalidad (prueba de bondad de
ajuste de Kolmogorov-Smirnov) y la homogeneidad de varianza (prueba mediante el test de Levene), con el
empleo del paquete estadistico SAS". A las células somaticas y alos agentes etioldgicos se les realizé un analisis
de frecuencia.

RESULTADOS Y DI1scUSION

La calidad de la leche durante el periodo estudiado aparece en la tabla 1. No se encontraron diferencias
significativas para los porcentajes de grasa, proteina, lactosa, sélidos totales y sélidos no grasos.
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Tabla 1. Calidad nutricional de la leche durante el periodo evaluado.

Marzo Abril Mayo
Indicador (%) N4 GEE) OV (%) Media GEE) OV (%) Media GEE) OV @)  F
Grasa 35(0193) 205 3502600 195  36(=0246) 216
Proteina 30@0060) 79  30@0097) 86  32(£0134) 134
Lactosa 43(:0089) 78  37(@0341) 244  41(:0268 208 NS
ST 1L5#0270) 88  1L1@051) 123  117@&0230) 62
SNG 80@0127) 59  74@0385) 137  81(0200) 14

ST- solidos totales. SNG: solidos no grasos.

Los valores de grasa fueron similares a los obtenidos por Herndndez y Ponce (2000) para este racial (3,78
%), pero es valido precisar que estos autores calcularon los indicadores fisico-quimicos de la leche de vacas
Holstein-Friesian en sistemas silvopastoriles; mientras que los valores de proteina fueron similares a los
reportados por Peraza-Gonzélez et al. (2015).

En la tabla 2 aparece la prevalencia e indice de mastitis subclinica en el periodo marzo-mayo. La mayor
prevalencia ocurrié en mayo (60 % de los animales).

Tabla 2. Prevalencia de mastitis subclinica durante el estudio.

Prevalencia (%)

Prueba de California, CMT

Marzo Abril Mayo
Negativo 80 50 40
Trazas 20 10 20
+ - - 30
+ - 20 -
+++ - 30 10
Indice de CMT 1,20 (0,1333)> 1,90 (0,4333)™ 2,60 (0,4761)*

a, b: Letras difrentes en una misma fila difieren a P< 0.05

Hubo diferencia significativa para el indice de mastitis subclinica; los mayores valores se hallaron en mayo
(2,6) y los menores en marzo (1,2).

La prevalencia de mastitis subclinica en abril y mayo fue superior a la hallada por Ruiz et al. (2011) en
Brasil: entre 39,3 y 54,8 % para CMT en un sistema de ordefio mecanizado.

En un estudio realizado en Cienfuegos, Cuba, se informé que entre los principales factores que provocaban
la aparicién de esta enfermedad se encontraban el resbalamiento de las pezoneras y el escurrido incorrecto de
la ubre, asi como otros relacionados con las practicas de manejo, principalmente con la rutina de ordefo, y
los dependientes del animal, fundamentalmente los dfas y cantidad de lactancia (Novoa et al.,2005).

En este sentido, en la valoracién de la unidad se pudo apreciar que no se cumplia con la rutina de ordeno, lo
cual es una de las principales causas en la prevalencia de esta enfermedad. Ademas, no se realizaba la antisepsia
final del pezén y ello constituye una puerta de entrada de microorganismos.

A su vez, los valores hallados en esta investigacién son inferiores a los reportados por Bonifaz y Colango
(2016) en la comunidad de Paquiestancia cantén Cayambe, Ecuador, a partir de un estudio epidemiolégico
de prevalencia de mastitis bovina mediante la prueba de campo California Mastitis Test. Se encontré que,
de los cuartos muestreados, el 64 % estaba afectado por algun grado de mastitis.

Santivafiez-Ballén et al. (2013) plantearon que las vacas Holstein, de tres a cuatro afios y sin higiene en el
ordefio, tienen un 74 % de probabilidad de padecer de mastitis subclinica.
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A similar conclusién arribaron Vidales-Curequia et al. (2017), quienes determinaron la influencia del
racial y coincidieron en que Holstein fue la raza con mayor prevalencia de mastitis subclinica, al compararla
con diferentes cruces.

Otra de las formas de determinar la mastitis subclinica es a través del recuento de células somdticas. El
principal factor que determina la elevacion de las células somdticas en la leche es la mastitis (McDougall et
al., 2009; Green et al., 2014).

En la fig.1 se muestra el nimero de células somdticas. Los conteos superiores a 200 000 por mililitro
(para el 50 % de los animales muestreados) significan un alto porcentaje de mastitis subclinica en el rebano
(aproximadamente el 50 % del total de animales), lo cual trac consigo considerables pérdidas en produccién
de leche (Fonseca-Sdnchez, 2015).

100
W
2 80
E
]
% 60
=]
o 40
% 40
5] 25
£ 20 15

5 10
<100 000 100 000 - 200 000 - 400 000 - > 700 000
200 000 400 000 600 000

Numero de células somaticas

Figura 1. Conteo de células somdticas.

En la tabla 3 aparece el conteo de microorganismos y coliformes totales. No hubo diferencias significativas
entre abril y mayo para ninguno de los indicadores evaluados.

Tabla 3. Conteo de microorganismos y coliformes totales.

Mes Microg‘ganismos totales Coliformes totales UFC/mL
UFC/mL x 10° (= ES) (*ES)

Abril 3.24 (= 1,399) 2,30 (£ 0,7394)x10°

Mayo 3,24 (+ 1.115) <10°

Sign. NS NS

El conteo de microorganismos fue de 3,24 x 105 UFC/mL en los dos meses que duré el estudio, valor
que se considera alto; la leche se clasifica como de mala calidad cuando dicho conteo supera los 300 x 103
UFC/mL (Calderén et al., 2006). Los coliformes totales alcanzaron 2,30 x 103y < 103 UFC/mL paraabrily
mayo, respectivamente; y aunque no se encontraron diferencias estadisticas, estos valores se consideran altos
en la leche de buena calidad.

La presencia de coliformes es un indicador del grado de contaminacién fecal que, en el caso de la leche, se
convierte en un evaluador del grado de limpieza de las manos del ordenador, de la limpieza y desinfeccién de
los pezones y las pezoneras (Calderdn, 2006). Se afirma que se pueden encontrar méds de 1 000 coliformes/
mL, y los valores hallados en abril estan por encima de esta cantidad.
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Para disminuir estos valores se deben fomentar buenas pricticas ganaderas, como la implementacién de
précticas higiénicas que garanticen pezones limpios, secos y sanos, que es la primera norma para obtener leche
de buena calidad bacterioldgica.

Los microorganismos aislados con mayor frecuencia se muestran en la tabla 4. El patdgeno mds frecuente
fue S. coagulasa negativa, con 50,0 y 53,3 % para abril y mayo, respectivamente; seguido de Enterobacter
spp- con 28,6 y 26,7 % en abril y mayo, respectivamente. Los valores de S. coagulasa negativa superan los
encontrados en Boyacd (14,5 %) por Herndndez-Jiménez (2015) y Herndndez et al. (2016).

Tabla 4. Frecuencia de microorganismos durante el estudio.

Abril Mayo
Microorganismo Frecuencia  Frecuencia  Frecuencia  Frecuencia
absoluta relativa (%) absoluta relativa (%)
Streptococcus agalactiae - - 1 6,67
Strepococcus spp. 2 14,29 1 6,67
Staphylococcus aureus coagulasa negativa 7 50,00 8 53,33
Enterobacter spp. 4 28,57 4 26,67
Corynebacterirum bovis 1 5,88
Shigella spp. 1 5,88
Escherichia coli 1 6,67
Total 14 100 15 100

Segtin Yera-Pompa y Ramirez (2016), la presencia de enterobacterias en un rebafio lechero puede estar
asociada a que se trata de gérmenes que provienen del tracto intestinal de los animales y se pueden encontrar
en el estiéreol, el suelo y el agua, lo que indica deficiencias en la higiene del ambiente donde se ubican las
hembras en ordefio.

La mastitis subclinica bovina, segtn el agente etioldgico, se clasifica en contagiosa y ambiental; en el
caso del presente estudio predominé la producida por agentes contagiosos, cuyo principal reservorio es la
glindula mamaria bovina (infectada). Esta mastitis puede controlarse mediante buenas pricticas de ordefio
y tratamientos de secado.

Sin embargo, los resultados de este estudio difieren de lo informado por Aguilar-Aldrete et al. (2014) al
evaluar la prevalenciay los patdgenos asociados a mastitis subclinica en vacas productoras de leche en la region
Ciénega del estado de Jalisco ~México—, ya que el anélisis microbioldgico mostrd que el 100 % de las muestras
tuvieron presencia de S. aureus y Salmonella spp.

En este sentido, Karimuribo et al. (2008) sefialaron que el predominio de patdgenos contagiosos podria ser
correlacionado con el tipo de ordefio y/o con una mala higiene de este. Similar comportamiento se obtuvo en
Brasil, donde predominaron los microorganismos Staphylococcus spp., Corynebacterium spp., Micrococcus
spp- y Streptococcus spp. (Ruiz et al., 2011).

Se concluye que la mastitis subclinica presentd alta prevalencia y que predominaron los agentes etioldgicos
contagiosos, entre ellos S. coagulasa negativa con frecuencia del 50 %.

La leche tuvo una buena calidad nutricional; sin embargo, mostré altos conteos de células somdticas, lo
que trae consigo una mala calidad higiénico-sanitaria.
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