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RESUMEN 

El objetivo del presente estudio fue estimar la prevalencia de bacterias patógenas de mastitis en 
muestras de leche de tanque en tambos ubicados en la cuenca lechera central Argentina. Además, 
se evaluó el desempeño de tres medios de cultivo, dos estándar (Baird Parker y agar sangre) y uno 
comercial (Compact Dry “Nissui”), para realizar el recuento, aislamiento e identifi cación de Sta-
phylococcus aureus. Entre las muestras con aislamiento de patógenos mayores, la prevalencia de S. 
aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus uberis y Streptococcus dysgalactiae fue del 50%, 
5,45%, 31.82% y 12.72% respectivamente. Ninguna muestra fue positiva para Mycoplasma spp. Al 
comparar los medios para aislamiento de S. aureus se observó una concordancia moderada a baja entre 
Baird Parker (BP) y Agar Sangre (AS), mayor que la observada entre Baird Parker y Compact Dry 
“Nissui” (CSA). Al comparar el porcentaje de recuperación, ninguna de las dos técnicas AS y CSA 
difi rió de BP la cual fue intermedia a las otras dos, obteniéndose recuentos más bajos en AS que en 
CSA. Estos resultados evidencian que aún persisten elevadas prevalencias de los principales agentes 
patógenos de mastitis y su control es importante para mejorar la calidad microbiológica de la leche 
cruda. Los tres medios ensayados fueron adecuados para la detección de S. aureus en leche de tanque.
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SUMMARY

Prevalence of bovine mastitis pathogens in bulk tank milk and evaluation 
of culture media performance for detection and enumeration of 
Staphylococcus aureus.

The objective of this study was to determine the prevalence of major mastitis pathogens in bulk 
tank milk from dairy herds located in the central dairy area of Argentina. In addition, performance of 
three culture media, two standard (Baird Parker and blood agar) and one commercial (Dry Compact 
“Nissui”) for Staphylococcus aureus detection and enumeration was evaluated. Prevalence of S. 
aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus uberis and Streptococcus dysgalactiae was 50%, 
5.45%, 31.82 and 12.72, respectively, while Mycoplasma spp. was not detected. Regarding culture 
media performance, accordance between Baird Parker and blood agar was moderate to low, although 
higher than the one observed between Baird Parker and Compact Dry “Nissui”. Colony recovery 
percent on blood agar or Compact Dry “Nissui” did not differ from Baird Parker, being higher on 
Compact Dry “Nissui” and lower on blood agar. These results stress the need to control major mastitis 
contagious pathogens in the central dairy area. All culture media evaluated were found suitable for 
detection and enumeration of S. aureus in bulk tank milk.

Key word:  bulk tank milk, bovine mastitis, culture media, Staphylococcus aureus.

INTRODUCCIÓN

La mastitis bovina es la enfermedad del 
ganado lechero que mayores pérdidas eco-
nómicas causa al productor y a la industria 
procesadora, ya que provoca disminución de 
la secreción láctea y deterioro de la calidad 
de la leche (Booth, 1981). Esta enfermedad 
sigue siendo una de las principales limitan-
tes de la producción lechera en Argentina. 
Desde fi nes de la década del 90 hasta mitad 
de la primera década de 2000 se observaron 
importantes progresos en el control de la 
enfermedad, evidenciados por descenso de 
los recuentos de células somáticas (RCS) 
en leche de tanque, con valores de 300.000 
células/ml en octubre de 2004 (n=6.794 
tambos) (SAGPYA, 2005). Sin embargo, en 
los últimos años no se han advertido mayo-
res progresos, ya que de febrero de 2011 al 
mismo mes de 2012 el promedio de valores 
de RCS fue 382.800 cél/ml (MAGYP, 2012), 
con incrementos marcados en los recuentos 
durante el verano. 

En Argentina no existen datos actualiza-
dos acerca de la prevalencia de patógenos 
causantes de mastitis bovina. Estudios reali-
zados en las décadas del 80 y 90 en distintas 
cuencas lecheras a partir de muestras de le-
che compuesta o de cuartos mamarios obte-
nidas de mastitis clínicas y subclínicas, mos-
traban fundamentalmente un predominio de 
patógenos contagiosos como Staphylococcus 
aureus y Streptococcus agalactiae, así como 
distintas especies del género Streptococcus, 
hallándose porcentajes relativamente meno-
res de organismos coliformes (Calvinho y 
Tirante, 2005; Dieser et al., 2014).

Estos estudios utilizaron métodos para el 
cultivo de los patógenos clásicos de mastitis 
bovina, los cuales no permiten el crecimiento 
de Mycoplasma. Este organismo es un pa-
tógeno contagioso aislado frecuentemente 
de infecciones intramamarias (IIM) bovinas 
(González & Wilson, 2003). Si bien el aisla-
miento de Mycoplasma bovis fue informado 
por primera vez en Argentina hace más de 
10 años a partir de un brote de mastitis en 
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un tambo de la provincia de Buenos Aires 
(Cerdá et al., 2000), solo recientemente se 
ha comenzado a realizar diagnóstico de esta 
infección en forma rutinaria en Argentina, 
detectándose en muestras de leche de vacas 
con mastitis, de tanque de frío y clínicas 
extramamarias (Allassia et al., 2012; Neder 
et al., 2013; Tirante et al., 2013). Sin em-
bargo, no existen muestreos sistemáticos 
que permitan conocer su prevalencia en los 
rodeos lecheros.

Staphylococcus aureus es un patógeno 
oportunista involucrado usualmente en 
brotes de enfermedades trasmitidas por los 
alimentos (ETAs), entre ellos leche y deri-
vados lácteos (Balaban et al., 2000). Puede 
encontrarse en leche sin pasteurizar como 
resultado de contaminación a partir de su 
eliminación por animales con IIM (Neder 
et al., 2011), por lo cual su detección es de 
importancia tanto para el campo de la salud 
mamaria como para la salud pública. Si bien 
existen varios métodos de detección de S. 
aureus en leche, en la actualidad no hay una 
normativa ofi cial para el análisis de leche 
sin procesar.

El objetivo de este estudio fue determinar 
la prevalencia de organismos patógenos de 
mastitis en muestras de leche de tanque de 
tambos ubicados en la cuenca lechera central 
de Argentina. Además, considerando que S. 
aureus es el patógeno contagioso más fre-
cuentemente aislado de IIM en Argentina, 
se evaluó el desempeño de tres medios de 
cultivo, dos estándares y uno comercial, para 
realizar el recuento, aislamiento e identifi -
cación de S. aureus. 

MATERIALES Y MÉTODOS

Muestras de leche de tanque
El número de tambos a muestrear se 

determinó en función del número total de 

establecimientos que entregaban su pro-
ducción a una empresa lechera ubicada en 
el Departamento Castellanos de la Provincia 
de Santa Fe (n=565). Se realizó un muestreo 
irrestricto aleatorio, considerando una preva-
lencia de muestras positivas a Mycoplasma 
del 50% por no disponer de información 
previa, con un error absoluto del 10% y una 
confi anza del 95%. Sobre esta base fueron 
seleccionados 129 establecimientos lecheros 
ubicados en los Departamentos Castellanos 
y Las Colonias.

Las muestras de leche de tanque fueron 
tomadas en recipientes estériles por los 
transportistas que recolectaban la leche de 
los establecimientos lecheros seleccionados. 
Inmediatamente, las muestras fueron refrige-
radas a una temperatura entre 4 y 6°C hasta 
su llegada al laboratorio.

Análisis microbiológicos
Se realizó el recuento e identifi cación a 

nivel de especie de los organismos patóge-
nos de mastitis, S. aureus, Str. agalactiae, 
Streptococcus uberis y Streptococcus dys-
galactiae, en agar base Columbia (Britania) 
adicionado con 5% de sangre de ternero. 
Además, se realizó cultivo de Mycoplasma 
en medio Hayfl ick modifi cado. En ambos 
casos las muestras fueron procesadas de 
acuerdo con metodología estándar (Oliver et 
al., 2004). No se consideraron en este estudio 
patógenos menores y enterobacterias.

Comparación de metodologías 
para aislamiento de S. aureus

Se utilizaron tres medios de cultivo: agar 
base Columbia enriquecido al 5% con sangre 
de ternero(AS), agar Baird Parker (BP) enri-
quecido con emulsión yema de huevo al 5% 
y telurito de potasio al 1% y placas Compact 
Dry “Nissui” X SA (Medica- Tec) (CSA). La 
lectura de las placas fue realizada de acuerdo 
con las indicaciones del fabricante, mientras 
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que las lecturas de AS y BP fueron realizadas 
de acuerdo con metodología estándar (Oliver 
et al., 2004; Baird Parker, 1962). Se sembró 
0,1 ml de leche correspondiente a la dilución 
10 -1. Las placas fueron incubadas durante 
24 hs a 37º C en condiciones de aerobiosis. 
Las Colonias sospechosas fueron identifi ca-
das por pruebas bioquímicas convenciona-
les, enumeradas y los recuentos obtenidos a 
partir de cada medio fueron trasformados a 
logaritmo para su análisis estadístico. 

Análisis estadísticos
Se utilizó como metodología estadística 

para evaluar el desempeño de los medios de 
cultivo, la detección del agente (presencia o 
ausencia), por lo cual se evaluó la concor-
dancia a través del coefi ciente Kappa. 

RESULTADOS

Prevalencia de organismos 
patógenos
De las 129 muestras procesadas, el pató-

geno predominante fue S. aureus (42.60%) 
seguido de Str. uberis, Str. dysgalactiae 
y Str. agalactiae con una prevalencia de 
27.10%, 10.90% y 4,70%, respectivamente. 
Un 14.7% de las muestras de leche no se 
aislaron patógenos mayores. La frecuencia 
de aislamiento de los patógenos mayores 
seleccionados fue calculada sobre el total de 
muestras bacteriológicamente positivas. Se 
observó un predominio de S. aureus (50%), 
seguido por especies pertenecientes al  gé-
nero Streptococcus, Str. uberis (31.82%), 
Str. dysgalactiae (12.73%) y Str. agalactiae 
(5.45%). No se aisló Mycoplasma spp. 

Comparación de medios para 
aislamiento de S. aureus

En la Figura 1 se presentan los resul-
tados de las coincidencias de las técnicas 
evaluadas, cultivo en AS y en CSA, con la 
de referencia, cultivo en agar BP. Del total 
de muestras detectadas como negativas por 
la técnica de referencia BP, la técnica CSA 
detectó también como negativas el 73%. 
Para el caso de las positivas hubo una coin-
cidencia en un 77% de las muestras. Del total 
de muestras detectadas como negativas por 
la técnica de referencia BP, la técnica AS 
detectó también como negativas el 81% de 
las muestras. Para el caso de las positivas 
hubo una coincidencia en casi el 66% de 
las muestras. De acuerdo con el coefi ciente 
Kappa obtenido la concordancia fue de 
moderada a baja para ambos métodos con 
relación al de referencia (CSA =0,50  0,08 
y AS=0,47   0,08).

En aquellos casos en los cuales se de-
tectaron colonias en los tres 3 medios, se 
determinó la correlación entre ellos. La 
concordancia entre BP y AS fue buena y 
mayor que la observada entre BP y CSA. Al 
comparar el porcentaje de recuperación (Fig. 
2) se observó que ninguna de las dos técnicas 
AS y CSA difi rió numéricamente de BP, 
la cual fue intermedia a las dos anteriores, 
ya que en AS se obtuvieron recuentos más 
bajos que CSA, que presentó los recuentos 
de bacterias más altos.

DISCUSIÓN

La presencia de bacterias patógenas en 
leche de tanque está asociada con la preva-
lencia de infección intramamaria del rodeo 
y se correlaciona, aunque no estrechamente, 
con el RCS (Jayarao et al., 2004). Existen 
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pocos estudios previos realizados en la Ar-
gentina sobre prevalencia de patógenos de 
mastitis en leche de tanque de frío. En un es-
tudio sobre 266 muestras de leche de tanque 
provenientes de rodeos con altos (>500.000 
cél./ml) y bajos (<500.000 cél./ml) RCS, se 
encontró una prevalencia signifi cativamente 
mayor de Str. agalactiae en el primer grupo 
(32,6% vs 16,8%), mientras que la prevalen-

cia de S. aureus y Streptococcus no agalactiae 
fue similar para ambos grupos (Calvinho et 
al., 2000). Sin embargo, los resultados no 
pueden ser comparados en forma directa ya 
que debe tenerse en cuenta que en ese estudio 
fue utilizada una muestras de conveniencia, 
mientras que en el presente estudio el mues-
treo fue aleatorizado. Además, entre ambos 
estudios median más de 10 años, tiempo en 
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Fig. 1: A - Coincidencia entre la técnica CSA y BP en la detección de S.aureus. 
B - Coincidencia entre la técnica AS y BP en la detección de S.aureus
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Fig. 2: Porcentaje de recuperación de S. aureus en los medios de cultivo agar sangre, agar 
Baird-Parker y evaluados.
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el cual las condiciones de control de masti-
tis en los tambos de la zona han cambiado 
sustancialmente (Calvinho, 2009).

Los resultados obtenidos coinciden con 
investigaciones realizadas en otros países 
donde el patógeno predominante en leche de 
tanque fue S. aureus, seguido por distintas 
especies de estreptococos (Miranda-Morales 
et al., 2008; Riekerink et al., 2006). Entre 
estos últimos organismos, en estudios 
desarrollados en la República Checa y en 
México, la especie predominante fue Str. 
uberis, con 18,28% (Rysanek et al., 2009) y 
37,5% (Miranda Morales et al., 2008), mien-
tras que para S. aureus se hallaron valores 
de 19,8% y 30%, respectivamente. Ambos 
valores fueron más bajos que los reportados 
en el presente relevamiento para este último 
organismo. 

Por otra parte, estos resultados se ubi-
caron por debajo de los informados por 
Riekerink et al. (2006) en establecimientos 
lecheros de la Isla del Príncipe Eduardo 
(Canadá), con una prevalencia de S. aureus 
del 74% y menor prevalencia de Str. aga-
lactiae un 1.6%, a la hallada en el presente 
estudio, 4.7%. En investigaciones realizadas 
en EE.UU., S. aureus se halló en un 84% de 
las muestras de leche de tanque de 50 tambos 
pertenecientes al estado de Minnesota (Ha-
ran et al., 2011), mientras que en el estado 
de Nueva York se aislaron Str. uberis y Str. 
agalactiae en un 81 y 31%, respectivamente 
(Zadoks et al., 2004). Cabe destacar que 
dentro de estos agentes, Str. agalactiae y 
S. aureus provienen de glándulas mamarias 
infectadas; mientras que Str. uberis y Str. 
dysgalactiae pueden provenir tanto de glán-
dulas infectadas como del medio ambiente 
(Farnsworth, 1993).

A nivel mundial existen reportes sobre 
prevalencia de Mycoplasma spp en muestras 
de leche de tanque como Miranda Morales 
(2008), Riekerink (2006) que reportan una 

prevalencia del 55% y 1.9% respectiva-
mente.

En nuestro país, existe poca información 
acerca de su presencia en rodeos lecheros de 
Argentina. El primer reporte fue realizado 
por Cerda et al. (2000), aislando M. bovis 
a partir de un brote de mastitis clínica en 
un rodeo lechero ubicado en la provincia 
de Buenos Aires donde la prevalencia de 
vacas infectadas fue estimada en un 4%. 
En el presente relevamiento no se detectó 
este patógeno mamario en las muestras de 
leche de tanque; sin embargo en los últimos 
años se han informado aislamientos tanto de 
muestras de leche de tanque, cuartos mama-
rios y órganos de terneros a partir de casos 
en los cuales se sospechaba la presencia de 
este organismo (Allassia et al., 2012; Neder 
et al., 2013). Se necesarios nuevos estudios 
involucrando mayor cantidad de estableci-
mientos para estimar la prevalencia real de 
este microorganismo.

Del análisis realizado sobre el comporta-
miento de los medios de cultivo para aisla-
miento de S. aureus, se pudo observar que 
el porcentaje de recuperación en los medios 
BP y AS fue bajo comparado con un estudio 
realizado en Canadá donde se halló una sen-
sibilidad para el medio BP del 89,7% (Ollis 
et al., 1995). En cuanto a la concordancia 
entre los medios BP y CSA fue de moderada 
a baja, aunque el método CSA detectó S. 
aureus de una manera más fácil y rápida, 
al ser menos laboriosa su preparación com-
parada con BP, que es el medio de cultivo 
selectivo para la detección del agente. Con-
siderando tanto muestras con recuperación 
positiva como negativa, la concordancia 
con BP, tomado como referencia, fue pobre. 
Al considerar solamente las muestras que 
dieron detección positiva en los tres medios, 
la concordancia entre BP y AS fue buena. 
Cabe destacar que, desde el punto de vista 
operativo, AS es un medio de cultivo más 
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económico que BP, de fácil preparación y 
de calidad controlable; sin embargo, ambos 
medios son adecuados para la detección de 
S. aureus en leche de tanque. 

Si bien la leche de tanque contiene gran 
cantidad de microorganismos ambientales y 
estos organismos pueden llegar a multiplicar-
se cuando la temperatura de almacenamiento 
de la leche no es la adecuada difi cultando su 
aislamiento en medios convencionales no 
selectivos como las placas de AS (Oz et al., 
1986), la ventaja comparativa respecto de BP 
para su uso rutinario radica en la facilidad 
de preparación al no requerir suplementos 
especiales y menor costo.
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