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1. Generalidades

La mastitis se define como una alteracion de la glandula mamaria
que se produce en respuesta a traumatismos fisicos, al uso de
agentes quimicos irritantes o a la presencia de microorganismos
patdgenos y sus toxinas. En la industria lechera a escala mundial
es la principal afeccién que ocasiona pérdidas econdmicas,
principalmente por la disminucion en la calidad y cantidad de la
produccion lactea, aunado al incremento en los gastos de produc-
cion y tratamientos.

El control de la mastitis puede resultar muy complicado en
términos de los agentes etioldgicos involucrados, la determinacion
de los factores de pérdida, asi como las estrategias de tratamiento.

1.1 Clasificacion clinica

De acuerdo con su presentacion clinica, la mastitis se clasifica en:
Mastitis clinica, que se caracteriza por presentar signos clinicos
en la ubre del animal, como inflamacion, aumento de tamaho
de la ubre, calor, enrojecimiento y dolor, asi como cambios
fisicoquimicos en la leche.

Mastitis subclinica, caracterizada por cambios en la composicion
de la leche, sin observarse inflamacion de la ubre y sin cambios
visibles en la leche. Se puede detectar mediante pruebas como la
de California o la de Wisconsin.

1.2 Especies animales afectadas

Entre las especies animales mas afectadas se encuentran los
bovinos, que son los principales productores de leche a
escala mundial, sequidos por las cabras, ovejas y en algunos
paises los bufalos; aunque cualquier hembra mamifera puede
verse afectada.

2. Patogenia

La velocidad, el caracter y la intensidad de los signos clinicos, asi
como la duracion y terminacion de la inflamacion de la ubre esta
determinada por:

D La patogenicidad y virulencia del agente causal.

D Los mecanismos de defensa del animal.
D Elnivel funcional de la glandula mamaria.
D

Eventualmente, la efectividad del tratamiento.
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Con independencia de qué agente patdgeno sea el causante de
la mastitis, se considera que es una enfermedad multifactorial, ya
que Unicamente con una interaccion de factores favorables un
agente patdgeno puede infectar una ubre.

La entrada y penetracién de una cepa patdgena en la glan-
dula mamaria se inicia a través del conducto galactoéforo, de ahi
pasa a la cisterna de la glandula y se dirige a los conductos lacteos
para llegar a los espacios alveolares. Esa via de infeccion galacto-
gena es la mas importante para casi todos los agentes patdégenos
de la mastitis. Sin embargo, las mastitis también pueden ser de
origen enddgeno, cuando los microorganismos, y en particular las
bacterias, llegan a la glandula mamaria por via sanguinea como
consecuencia de una bacteriemia.

Los siguientes factores disminuyen la resistencia natural de
la ubre:

Danos en los pezones. Si el canal del pezén es lesionado, literal-

mente se abre la puerta a la invasion de patégenos.

Elevada presencia de microorganismos. Las concentraciones am-
bientales elevadas de bacterias u otros microorganismos como los
hongos hacen que el mecanismo de defensa de la ubre se debilite.

Deficiencias en la alimentacion. Debido a las deficiencias en la
alimentacion, los animales débiles son presa facil de una infeccién
en la ubre.

Factores estresantes. Cualquier tipo de estrés puede ser danino
a la larga y afectar el sistema inmune los animales (por ejemplo,
sobrepoblacion de animales en el establo, cambio frecuente de
personal).

Otras enfermedades. Cuando se presentan diferentes enfermeda-
des, que no danan directamente a la ubre, se puede debilitar el
mecanismo de defensa contra patdgenos de la mastitis (por ejem-
plo, enfermedades virales y parasitarias, retencion placentaria, etc.).

3. Etiologia

La mayoria de los casos de mastitis en el ganado lechero se
deben a la presencia de microorganismos ambientales, patdgenos
U oportunistas. Se han reportado alrededor de 135 diferentes
microorganismos causantes de mastitis, entre los que se encuen-

tran bacterias, micoplasmas, virus, hongos y algas. Aunque a las
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bacterias se les sigue reconociendo como los patdégenos
primarios en esta afeccion, los casos de mastitis micética se

han incrementado en los ultimos anos.

3.1 Mastitis micotica

Se han reportado diversos géneros micéticos como Aspergillus
fumigatus, Aspergillus terreus, Cephalosporium spp., Cryptococcus
neoformans, Geotrichum candidum, Trichosporon spp, Rodhotorula
spp., Candida spp.

Aun cuando los hongos estan ampliamente distribuidos en
la naturaleza, las levaduras son las que se han reportado con ma-
yor frecuencia como causantes de mastitis, en particular Candida.
Diversas especies de este género se han aislado de animales
(principalmente bovinos) clinicamente tanto sanos como en-
fermos, entre las que se encuentran Candida krusei, Candida
guilliermondii, Candida tropicalis, Candida albicans, Candida
famata, Candida rugosa, Candida lusitaniae, Candida lipolytica,
Candida utilis o Candida keyfir, entre otras.

Con menor frecuencia, se han hallado levaduras de los
géneros Rodhotorula spp, Geotrichum spp.y Trichosporum spp.

La presencia de estas levaduras puede verse favorecida en
general por: a) el uso y abuso constante de antibacterianos, ya sea
de forma preventiva o0 como tratamiento; b) el uso de material y
equipo contaminado en el proceso de ordeno; ¢) lesiones en la
glandula mamaria, y d) deficiencia en las medidas de higiene del
ambiente y del personal durante el ordefo.

En la practica veterinaria las levaduras comprenden del 2 al
3% del total de los casos observados de infecciones intramamarias.
Aun cuando la mayoria de los casos son leves y en el tratamiento
de estas mastitis se han usado farmacos antimicoticos, no se dis-
pone de evidencia clara acerca de la efectividad de esta terapia, lo
que ha resultado en el desecho del animal afectado y en un consi-
guiente incremento de las pérdidas econémicas.

En el caso de las ovejas y las cabras, la informacién es escasa,
pero se han descrito algunos brotes de mastitis por A. fumigatus
en ovejas y algunos esporadicos en cabras por Candida spp. y
Cryptococcus neoformans. Sin embargo, con la creciente comercia-
lizacion de la leche y los productos derivados de estas especies
animales, es necesario estudiar mas acerca de las implicaciones
de los hongos filamentosos y levaduriformes en la leche de pe-

quenos rumiantes, debido a que se ha encontrado flora micética
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levaduriforme en animales sanos, y bajo la influencia de factores
predisponentes, podria propiciar casos de mastitis.

4. Métodos de diagnédstico

Para realizar un diagnostico adecuado de una mastitis, primero es
necesario determinar si la mastitis es clinica o subclinica y si estd
relacionada con un proceso infeccioso.

En campo es relativamente sencillo determinar si se trata de
una mastitis clinica, debido a los signos y sintomas aparentes en el
animal, mencionados con anterioridad.

La mastitis subclinica, se puede detectar utilizando las

siguientes pruebas:

Conteo de células somaticas. La prueba de conteo de célu-
las somaticas (SCC, por sus siglas en inglés somatic cell count) es
una buena herramienta para realizar el diagnéstico de mastitis y
hace referencia al nimero de células somaticas contenidas en la
leche. El factor que tiene mayor influencia sobre el SCC en la leche
es la mastitis. Esta prueba puede llevarse a cabo en la leche de:
a) cuartos individuales; b) vacas individuales; c) hato completo, y

d) un grupo de hatos. Los valores de SCC en casos que no presen-
ten infeccion en glandula mamaria oscilan entre 200,000 cél./ml
y en un 50% menos de 100,000 cél./ml. En procesos inflamatorios
el recuento se eleva excediendo con frecuencia 500,000 cél./ml.
Conteos en tanque por debajo de 400,000 cél./ml son indicativos
de hatos con buenas practicas de manejo, sin un énfasis particular
en el control de la mastitis.

Prueba de California. La prueba de California (CMT, por sus siglas

en inglés California mastitis test) se basa en el conteo de células so-

maticas, a partir de cada cuarto o en muestras de leche del animal.
Evalda principalmente:

1. Lapresenciade leucocitos (células blancas), cuya cantidad se
incrementa enormemente en nimero cuando una lesién o
una infeccion afectan el tejido mamario.

2. Los leucocitos, especialmente los polimorfonucleares tienen
un nucleo extenso con material nuclear (ADN) comparadas
con otras células o bacterias de la leche.

3. Las paredes de los leucocitos que son principalmente

conformados por lipidos (grasa).
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Prueba de Wisconsin. La prueba de Wisconsin para mastitis (WMT,
por sus siglas en inglés Wisconsin mastitis test) se utiliza para
estimar el contenido de células somaticas de muestras de leche
fresca mezclada o leche de tanques de enfriamiento, asi como para
muestreo de vacas individuales. Los resultados se miden cuantita-
tivamente dependiendo de la viscosidad, determinada midiendo
la altura de la columna de la mezcla de leche-reactivo en un tubo
graduado.

La implementacion de medidas de control y prevencion de la
mastitis micotica requiere, en primer lugar, el aislamiento y la identi-
ficacion del agente causal involucrado. Sin embargo, el diagndstico
micoldgico tradicional precisa llevar a cabo un buen numero de
pruebas y conlleva varios dias para su realizacion. Por ello, otras al-
ternativas de diagnostico como las pruebas seroldgicas, histopato-
l6gicas y moleculares son Utiles para proporcionar un diagnoéstico
certero, confiable y en corto tiempo (Figura 1).

Figura 1. Métodos de diagnostico para la deteccion
de mastitis micética (Tomado y modificado de Asharf A,
Imran M. 2018).
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4.1 Coleccion, transporte
y conservacion de muestras de leche

Para la coleccion de muestras de leche, los pezones deben
lavarse cuidadosamente con agua y jabon, secarse y desinfectarse
con yodo al 2% o alcohol al 70%, secar bien, eliminar los primeros
chorros de leche y recolectar 10 ml de la muestra de cada cuarto
individual en tubos o recipientes estériles. La muestra se debe con-
servar en refrigeracion (4 °C) hasta su traslado al laboratorio para

su procesamiento.

4.2 Diagnostico micoldgico

La identificacion de levaduras aisladas de leche se basa en la

observacion de las caracteristicas macroscopicas y microscopicas.

Las muestras de leche son sembradas en el agar dextrosa Sabouraud  Figura 2. Cultivo de levaduras del género Candida en agar dextrosa
Sabouraud desarrollado a 37°C durante 24 h. Las colonias se observan

. o o de forma circular, aparienciacremosa y color blanco.
realiza de 35 a 37 °C por 48 h. Las caracteristicas macroscopicas  Sequndo-Zaragoza, C.

(ADS) adicionado con cloranfenicol; en general, la incubacion se
que se aprecian en el medio de cultivo cuando hay desarrollo

levaduriforme son la consistencia, el color y el olor de las colonias
(Figura 2).
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Pruebas de identificacion

Las pruebas de identificacion de levaduras, en particular del
género Candida, incluyen: tinciéon de Gram (Figura 3); formacion
de tubo germinal (Figura 4); produccién de clamidoconidios
(Figura 5); asimilacion y fermentacion de carbohidratos (Figura 6);
sensibilidad a la ciclohexamida; produccién de ureasa; formacion
de pelicula en caldo Sabouraud, y desarrollo a diferentes tempera-

turas, entre ofras.

Figura 3. Tincion de Gram de levaduras de Candida spp.,
las cuales se observan ovaladas y de color morado (x100).
Segundo-Zaragoza, C.
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Figura 4. Formacion de tubos germinales. Las flechas indican la Figura 5. Formacién de clamidoconidias. Estructuras obtenidas de un
extension de la célula original, las cuales se desarrollaron a partir cultivo de C. albicans en agar Czapek dox adicionado con 1% de Tween
de una colonia de C. albicans en suero equino incubado por 2 h a 80, incubado a 30°C durante 4 dfas. Las clamidoconidias se observan
37°C (x40). Segundo-Zaragoza, C. de forma redonda con doble pared al final de la hifa (x40).

Segundo-Zaragoza, C.
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Figura 6. Prueba de asimilacion y fermentacion de carbohidratos de C. tropicalis. D

a) Asimilacion de maltosa, dextrosa, ramnosa, rafinosa, sacarosa, xilosa, lactosa,
galactosa, melobiosa y trealosa;
b) fermentacion de galactosa, trealosa, rafinosa, dextrosa, maltosa y sacarosa.
Asimilacion = + Cambio de color del medio a amarillo;

— Sin cambio de color, medio de color rojo.
Fermentacion: + Cambio de color a amarillo con o sin produccion de gas;

— Sin cambio de color, medio de color verde. Sequndo-Zaragoza, C.
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Los medios diferenciales cromogénicos, como CHROMagar
Candida (Figura 7), Cromogen Albicans, Candida ID, Albicans ID2
y CandiSelect, son muy utilizados porque no necesitan luz ultra-
violeta para la observacion de las colonias y pueden identificar un
numero mayor de especies, a diferencia de los medios fluorogé-
nicos como Fluoroplate Candida, Agar SDCA-MUAG y BactiCard
Candida.

Figura 7. Cultivo de diferentes especies del género Candida en
CHROMagar Candida con 24 h de incubacion a 37°C.

Donde 1 = C. albicans en color verde esmeralda, 2 = C. krusei
colonia rugosas en color rosa tenue, 3 = C. lusitaniae en color lila
mate, 4 = C. keyfir en color rosa claro mate,

5y 6= C. tropicalis en color azul, 7 y 8 = C. glabrata en color lila.
Segundo-Zaragoza, C.
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Otra opcion de identificacion, son los sistemas comercia-
les semiautomatizados y automatizados como: el Auxacolor,
Uni-Yeast-Tek, API 20C AUX, Galeria ID32C, Sistema Vitek, Biolog YT

MicroPlate y Rapid Yeast Identification Panel MicroScan.

4.3 Diagnostico molecular

La identificacion tradicional de levaduras, en general, requiere
de alrededor de 100 pruebas para obtener una identificacion
aceptable de géneroy especie, y con frecuencia son necesarias de
1 a 3 semanas para un resultado final. Por ello, con la finalidad de
evitar ambigtedades y simplificar los métodos de identificacion
de levaduras, se han desarrollado diversas técnicas en el campo de
la biologia molecular. El aspecto mas interesante de estos méto-
dos reside en su gran especificidad, que permite la identificacion
de hongos poco frecuentes o que no producen las estructuras

morfoldgicas utilizadas habitualmente en la clasificacion.

Las técnicas moleculares de identificacion de levaduras se
basan en el estudio de las moléculas de ADN, ARN o proteinas.
Entre los métodos para la identificacion de especies del género
Candida basados en la variacion genética se encuentran:

a) El andlisis de diferencias cariotipicas electroforéticas y poli-
morfismos en la longitud de los fragmentos de restriccion
gendmica (RFLP) mediante electroforesis en gel e hibrida-
cion ADN-ADN, respectivamente.

b) Las regiones intergénicas ITS1 e [TS2 para la rdpida identifi-
cacion de levaduras y otros tipos de hongos, tomando en
consideracion que las regiones ITS2 de éstos son especificas
de cada especie.

¢) Ensayos de amplificacién de secuencias de ADN al azar
(RAPD), utilizados para estudios taxondmicos, y como
auxiliares en la identificacién de cepas cuando los métodos
fenotipicos muestran inconsistencias, siendo una herra-
mienta molecular util para la discriminacion de diferentes
especies de Candida (Figura 8).
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d) Lareaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real
que permite una cuantificacion del nimero de moléculas del
genoma diana que se encuentran en la muestra.

e) Las secuencias multilocus (MLST) han ido ganando acep-
tacion como una herramienta para explorar las diferencias
entre cepas y ha sido usada para la tipificacion de bacte-
rias patdégenas y algunos hongos patdgenos, incluyendo
C. albicans, C. glabrata, C. krusei'y C. tropicalis.

f)  Espectrofotometria de masas (MALDI TOF), que permite la
identificacion de las levaduras basado en su perfil proteinico.
En la dltima década ha sido muy Util en la identificacion de
especies del género Candida.

Figura 8. RAPD-PCR de aislados de diferentes especies de
Candida con iniciador OPA 18 en gel de agarosa al 1.3%
adicionado con bromuro de etidio. Carril 1 =1 kb;

carril 2 = C. macedoniensis; carril 3 = C. krusei:

carril 4 = C parapsilosis; carril 5 = P. zopffii; carril 6 = C. albicans;
carril 7= C. glabrata; carril 8 = control negativo.
Segundo-Zaragoza, C. &
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4.4 Diagnostico seroldgico

La deteccion y titulacion de anticuerpos en infecciones por Candida
son herramientas Utiles en el diagnostico, aun cuando el papel que
desempenan los anticuerpos no es claro, se ha observado su parti-
Cipacion interfiriendo en la adherencia y colonizacion a los tejidos
del huésped.

En bovinos se han utilizado pruebas como ELISA indirecta y
Western blot, para evaluar la produccion de anticuerpos antimana-
nas de la ubre a partir del suero de la leche, debido a que durante
el proceso de mastitis la permeabilidad de los vasos sanguineos
de la ubre se incrementa y las inmunoglobulinas de las clases IgA
e IgG pueden encontrarse en la leche en una concentracion de
hasta 80 mg/ml; estos anticuerpos persisten durante el periodo
seco e incluso en la siguiente lactacion.

4.5 Diagnostico histopatoldgico

Las diferentes especies de levaduras del género Candida pueden
observarse en tejidos utilizando las tinciones de acido peryddico
de Schiff (PAS), Gram y Gomori-Grocott, con las cuales se pueden

visualizar levaduras con morfologia circular, oval, alargadas de 3 a
6 um de didmetro. Es posible observar blastoconidias solas o en
gemacion y seudohifas.

5. Tratamiento

Los farmacos antimicéticos mas efectivos contra especies del gé-
nero Candida son: 1) los azoles, como el fluconazol, itraconazol,
ketoconazol, voriconazol y posaconazol; 2) los polienos, como la
nistatina y la amfotericina B; 3) equinocandinas como la caspo-
fungina, y 4) 5-flurocitosina. En humanos, el fluconazol es el an-
timicotico que se usa con mayor frecuencia debido a su eficacia
en el tratamiento de infecciones superficiales y sistémicas por
hongos. Sin embargo, un numero de especies de Candida poseen
resistencia intrinseca in vitro a este farmaco, como es el caso de
C.krusei,C.inconspicuay C.norvegensis. Ademas, se haobservadoque
C. glabrata posee la habilidad de desarrollar una rapida resistencia
al fluconazol.

En casos de mastitis en bovinos causadas por Candida, se
ha reportado que las levaduras aisladas son sensibles in vitro a
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