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Resumen

La mastitis bovina es una de las principales enfermedades que afecta a la industria
lactea, debido a los cambios que produce en la calidad y cantidad de leche provocando
problemas econdmicos al ganadero. Se define como la inflamacion de la glandula
mamaria resultado de la infeccion por microorganismos o causado por una lesion
guimica, térmica o fisica. El objetivo de este estudio fue aislar e identificar bacterias
patdgenas presentes en leche de vacas con mastitis de las islas Santa Cruz e Isabela,
de la provincia de Galapagos - Ecuador. El estudio se realizd en nueve vacas que
presentaron mastitis en al menos un cuarto de la ubre, estas fueron evaluadas mediante
prueba de fondo oscuro, california mastitis test y conteo de células somaticas. Se
obtuvo un total de 36 muestras de las cuales el 33.33% present6 mastitis. En las fincas
muestreadas no se detectd casos de mastitis clinica, de los 12 cuartos con mastitis
subclinica, se obtuvo Staphylococcus aureus en un 47.36%, seguido de 26.31%
Staphylococcus epidermidis, 15.79% bacilos Gram positivos, 5.26%
Staphylococcus saprophyticus, y 5.26% otros estafilococos coagulasa negativo. De 24
muestras de leche sin mastitis se aislo en mayor porcentaje bacilos Gram positivos
(38.78%). Se identificé a S. aureus como principal agente causal de mastitis.
Palabras clave:

e MASTITIS BOVINA

e AISLAMIENTO

e GALAPAGOS

e STAPHYLOCOCCUS AUREUS
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Abstract

Bovine mastitis is one of the main diseases that affects the dairy industry, due to the
changes it produces in the quality and quantity of milk causing economic problems for
the farmer. It is defined as inflammation of the mammary gland resulting from infection
by microorganisms or caused by chemical, thermal or physical injury. The objective of
this study was to isolate and identify pathogenic bacteria present in the milk of cows with
mastitis from the Santa Cruz and Isabela Islands, in the province of Galapagos -
Ecuador. The study was carried out in nine cows that presented mastitis in at least one
guarter of the udder, these were evaluated by means of a dark background test,
California mastitis test and somatic cell count. A total of 36 samples were obtained, of
which 33.33% presented mastitis. In the sampled farms, no cases of clinical mastitis
were detected, of the 12 quarters with subclinical mastitis, Staphylococcus aureus was
obtained in 47.36%, followed by 26.31% Staphylococcus epidermidis, 15.79% Gram
positive bacilli, 5.26% Staphylococcus saprophyticus, and 5.26% other staphylococci
coagulase negative. Gram positive bacilli were isolated in a higher percentage from 24
milk samples without mastitis (38.78%). S. aureus was identified as the main causal

agent of mastitis.

Keywords:

MASTITIS BOVINE

ISOLATION

GALAPAGOS

STAPHYLOCOCCUS AUREUS
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Capitulo |
Introduccién

La industria lactea en el Ecuador representa un rubro importante para los
campesinos ademas de ser una actividad que crece constantemente. Las Islas Santa
Cruz e Isabela de la provincia de Galapagos son dos de las islas pobladas y de
produccién de leche para autoabastecimiento; en el afio 2000 se estim6 una produccién
diaria de 4939 litros de leche en toda la provincia (SIPAE, 2007), cantidad que sigue en
aumento por la constante demanda.

El desarrollo de este importante sector puede verse afectado por malas practicas
y enfermedades contagiosas o parasitarias, entre ellas la mastitis bovina (MB) es una
de las principales, debido a su alta prevalencia y graves pérdidas econémicas (FAO,
2004).

La MB es una enfermedad compleja de origen multifactorial, causada como una
reaccidn de los tejidos de las ubres a una infeccion por microrganismos o provocada en
respuesta a una lesién quimica, mecéanica o térmica (Amer, 2015).

A pesar de la intensa investigacion y la implementacion de varias estrategias de
control de mastitis a lo largo de las décadas, no ha desaparecido. Sin embargo, ha
habido una disminucion considerable en la incidencia de casos clinicos de mastitis en
todo el mundo como resultado de medidas de control (FAO, 2013).

Mundialmente existe una amplia gama de microorganismos causantes de
mastitis en ganado, siendo los principales patégenos responsables:

Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus uberis,

Streptococcus dysgalactiae y Escherichia coli (Reyher et al., 2012).
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En el Ecuador, se ha identificado en el canton Cayambe provincia de Pichincha
como principal agente causal a Staphylococcus intermedius y S. aureus (Bonifaz &
Conlago, 2016), en la provincia de El Oro a estafilococos coagulasa negativos (CNS)
(Amer et al., 2018) y en la Cooperativa de Produccion Agropecuaria “El Salinerito”,
Provincia de Bolivar a S. aureus seguido de Bacillus sp. (C. Andrade & Sanchez, 2018).
En las Islas Galapagos poco o nada se sabe sobre el surgimiento y diversidad

microbiano causante de mastitis.

Justificacion del problema

La mastitis es una enfermedad prioritaria en la industria ganadera debido al
impacto negativo en la calidad y cantidad de leche produciendo pérdidas al ganadero,
ademas se considera la mas costosa en la produccién lactea a nivel mundial (Ruiz,
Pefia, & Remodn, 2016). Las pérdidas pueden ser directas como gastos en diagndstico,
servicios veterinarios, medicamentos, descarte de leche y mano de obra, ademas de
costos indirectos futuros como reduccién en la produccién de leche, descarte del animal
o pérdida del cuarto mamario (Heikkila, Liski, Pyorala, & Taponen, 2018).

Puede ser causada por nimeros patdgenos siendo los principales estafilococos,
estreptococos y enterobacterias (Gomes & Henriques, 2016). Segun Heikkila et al.
(2018), una de las causas por las cuales la mastitis persiste en poblaciones es debido a
gue se trata empiricamente sin conocer los microorganismos causantes de la misma,
por ello tener informacién acerca de los patbgenos causantes es una herramienta que
permitird implementar medidas eficientes, econémicas y seguras para controlar y
prevenir la enfermedad y en consecuencia mejorar de la industria lactea.

Dado que el lugar donde se desenvuelve la actividad ganadera se trata de las

Islas Galapagos, provincia que se maneja bajo un régimen especial y cautelosa
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importancia ecoldgica (LOREG, 2015), el control de esta enfermedad puede evitar

posibles problemas que involucren a la fauna del sector y a la poblacion humana.

Objetivos de la Investigacién
Objetivo General
Aislar e identificar bacterias patdégenas presentes en leche de vacas con

mastitis de las islas Santa Cruz e Isabela, de la provincia de Galapagos - Ecuador.

Objetivos Especificos

e Determinar el grado de mastitis clinica y sub clinica de vacas enfermas a
través de las pruebas Fondo Oscuro, California Mastitis Test (CMT) y conteo
de células sométicas.

e Identificar los antibidticos (tetraciclinas, beta lactamicos y sulfonamidas)
usados para tratar vacas con mastitis, a través de la prueba Strip Milk.

o Aislar e identificar las bacterias presentes en leche de vacas con mastitis a

través de claves y pruebas bioquimicas.

Hipotesis

En vacas con mastitis de las Islas Santa Cruz e Isabela de la provincia de
Galapagos no se identifica a Staphylococcus aureus como agente causal ni existe la

presencia de antibiéticos en leche.
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Capitulo 1l

Revisién bibliografica
Mastitis

La MB se define como la inflamacién de la glandula mamaria provocada por
agentes infecciosos o traumatismos fisicos, quimicos o térmicos. Se caracteriza por
alterar la composicion de la leche, producir reduccion en la produccion y causar
anormalidades en los tejidos glandulares dependiendo del dafio (FAO, 2014).

Entre los cambios producidos en la composicion de la leche, estan:

-Disminucion de la cantidad de lactosa debido al dafio tisular y reduccion de
actividad enzimatica en las células secretoras

-Aumento de la permeabilidad capilar, pérdida de uniones estrechas y
produccioén local de leucocitos, todo ello provoca migracion de sangre a la leche, por
ende, presencia de inmunoglobulinas, transferrina sérica y otras proteinas de suero.

-Conductividad eléctrica aumentada por altas concentraciones de sodio y cloro y
disminucién de potasio.

-La caseina, principal proteina de la leche, por su alto nivel nutricional
disminuye, y proteinas de baja calidad aumentan (Adkins & Middleton, 2018; Seegers,
Fourichon, & Beaudeau, 2003).

Factores causantes de mastitis

La mastitis se produce generalmente por una invasién bacteriana al tejido de la
ubre. Traumatismos fisicos e irritantes quimicos también pueden contribuir al grado de
infeccién dado que hace mas susceptible al pezén al ataque bacteriano por dafio a la

gueratina o mucosas (Jones, 2009).
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Hay factores que predisponen a la glandula a una infeccion, entre ellos esté la
edad de la vaca, genética, tipo de ordefio, nutricion y factores externos, como el clima
(Amer, 2015).
Edad. El nimero de paridad es uno de los predictores de presencia de mastitis,
se ha visto que ha mayor edad cambia la posicion de la ubre, formandose ubres
pendulantes que exponen al pezén y al tejido de la glandula a lesiones (Abebe et al.,

2016).

Genética. Razas como Hollstein y razas exoticas se han reportado con altos
indices de mastitis. La influencia de la raza puede verse influenciada por rasgos
fisioldgicos y anatémicos de las glandulas mamarias, por ejemplo vacas con pezones
planos y extremos redondos tiene mayor probabilidad de contraer mastitis que vacas
con pezones puntiagudos, esto se da por canales estriados mas anchos que permiten
mayor riesgo de ingreso de patdégenos (Biffa, Debela, & Beyene, 2005; Abebe et al.,
2016).

Ordefio. El ordefio manual con lavado de manos puede contribuir a la
disminucion de la trasmisién de microorganismos ambientales a mas de buenas
practicas de higiene como lavado de pezones, sellado después del ordefio y uso de
guantes (Ramirez Vasquez et al., 2011).

Nutricién. La nutricibn puede aumentar la probabilidad de contraer mastitis o de
afectar la gravedad y duracion de la infeccion, se ha visto que dietas deficientes de
Ca2+ ionico puede afectar la capacidad contractil de musculos lisos como el cierre del
esfinter del pez6n aumentando el tiempo post-ordefio y la posibilidad de que se infecte
por microrganismos presentes en el canal del pezén. También se ha reportado que la

deficiencia de algunos microelementos como minerales y vitaminas aumentan la
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gravedad y duracion en casos clinicos, de igual forma escasez de antioxidantes puede
limitar la capacidad fagocitica de leucocitos polimorfonucleares (Corbellini, 2002).

Clima. Se ha encontrado que en clima lluvioso aumenta la proliferacién y
transmision de micoorganismos patégenos que aumentan la prevalencia de mastitis
(Biffa et al., 2005).
Etiologia

Actualmente se han reportado mas de 100 microorganismos causantes de
infecciones intramamarias, la mayoria causadas por estafilococos, estreptococos y
coliformes Gram negativos (Bedolla & Ponce, 2008).

Los agentes etioldgicos pueden diferir segun el lugar dependiendo del clima,
especies de animales y la cria de animales (Amer, 2015).
Mastitis contagiosa

La mastitis es causada por patdégenos contagiosos que son transmitidos de vaca
a vaca cuando el reservorio se encuentra en el cuarto de la ubre infectada, por la
maquina de ordefio o las manos del ordefiador al estar en contacto con los
microorganismos (Bedolla & Ponce, 2008). La mastitis se caracteriza por ser una
infeccidn persistente y el dominio de una cepa en la poblacién (Amer, 2015).

Los principales microorganismos responsables de la mastitis contagiosa son

Staphylococcus aureus, Streptococcus bovis y Mycoplasma spp.

Staphylococcus aureus. Son cocos Gram positivos con diametro de 0.5 a 1,5
pm. Es el principal causante de mastitis y el de mayor prevalencia tanto en mastitis
clinica como subclinica, la bacteria puede adherirse a las células epiteliales de la
glandula mamaria para posteriormente invadir por endocitosis las células de la glandula

mamaria, por ello en la mastitis subclinica las bacterias intracelulares son protegidas de



22

las defensas del huésped y de efectos de antibiéticos (Morales, 2011). Cuando entra al
orificio del pezén puede persistir y multiplicarse hasta entrar al canal donde, en contacto
con la leche, puede diseminarse por la glandula. El principal mecanismo para combatir
la infeccion es la fagocitosis por neutrofilos, sin embargo, S. aureus presenta factores
de virulencia como antifagociticos, produccion de exotoxinas y proteasas, que lo
vuelven incontrolable frente al sistema inmune (Ruiz, 2015).

Streptococcus agalactiae. Son cocos Gram positivos causantes de mastitis
crénica y en algunos casos mastitis clinica. No tiene la capacidad de invadir tejidos
internos de la glandula mamaria, pero coloniza la superficie de los epitelios de manera
gue su forma de transmision se da durante el ordefio y debido a una mala higiene.
Cuando se adhiere a la pared epitelial, fermenta la lactosa produciendo acido lactico
gue irrita los tejidos, desencadenando reacciones inflamatorias llegando a producir
taponamientos con obstruccién en los canales del pezén, esto puede provocar la

retencién de leche e involucion del alvéolo con posible fibrosis (Ruiz, 2015).

Mycoplasma spp. La mastitis causada por mycoplasma es menos comun que
la provocada por estreptococos o estafilococos. Difiere de otros patégenos contagiosos
por varias razones: es altamente contagiosa, afecta a mas de un cuarto causando
pérdidas mayores de produccion, se la considera intratable y es refractaria al
tratamiento con antibiéticos, por ende, el control recomendado es el descarte pero la
enfermedad en algunos casos desaparece a los pocos meses del brote (Nicholas, Fox,
& Lysnyansky, 2016).

Se han registrado cerca de 25 tipos de mycoplasmas pero la mas frecuente es
Mycoplasma bovis, tiene la capacidad diseminarse a otros tejidos del huésped y de
adherirse a células formando biopeliculas que le permiten evadir el tratamiento

antimicrobiano (Josi et al., 2018).
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Mastitis ambiental

Los microorganismos causantes de la mastitis son también transmitidos por el
ambiente como fuente primaria (Bedolla & Ponce, 2008). Existen varios géneros
causantes de ella, coliformes y Streptococcus clasificados como ambientales
(Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae y Enterococcus spp.) (Rocio Ruiz,
2015).

El principal coliforme encontrado en mastitis es Escherichia coli seguido por
Klebsiella spp. y Enterobacter spp. y en menor proporcion Serratia spp., Pseudomonas
spp.. y Proteus spp., se encuentran en el tracto gastrointestinal, suelo, estiércol,
mangueras, agua y alimentos (Rocio Ruiz, 2015). Generalmente producen mastitis
subclinica que puede llegar a ser persistente si penetra en el conducto galactéforo hacia
la ubre (Bedolla & Ponce, 2008), pueden causar mastitis clinica solo si se encuentran en
cantidades elevadas y en condiciones de clima humedo y caluroso. La higiene es el

principal control de esta infeccion (Rocio Ruiz, 2015).

Mastitis por bacterias oportunistas

Las principales bacterias oportunistas son Staphylococcus coagulasa negativos,
entre ellos S. chromogenes, S. xylosus, S. sciuri, S. saprophyticus, bacterias que se han
aislados de pelo, ollares y pezones de animales; otros como S. epidermidis,
S. chromogenes y S. simulans, son aislados de leche. Solo causan mastitis subclinica y
son considerados patbgenos menores en comparacion con S. aureus y S. agalactiae.
En muchos casos la epidemiologia ocasionada con estos microorganismos es incierta
(Ruiz, 2015).

Otros microorganismos presentes en MB pueden ser levaduras, prototecas y

nocardias. Los principales son Cryptococcus neoformans y Candida albicans, la mastitis
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provocada por estos microorganismos se da en un 80% por terapias inmoderadas de
antibiéticos o por heridas en pezones (Bedolla & Ponce, 2008).

Clasificacion
La MB da como resultado la infeccion intra-mamaria que puede generar la
enfermedad de manera clinica o subclinica, es decir, puede ser acompafada de signos

clinicos o no (Dos Santos et al., 2002).

Mastitis clinica

La mastitis clinica se caracteriza por un inicio repentino, alteraciones en la
composicion y apariencia de la leche, disminucién de la produccion de leche y la
presencia de signos de inflamacion en los cuartos mamarios infectados, ademas, es
facilmente detectable (Khan & Khan, 2006).

Este tipo de mastitis puede variar de acuerdo a su severidad y tipo de
microorganismo causante de la infeccion (Bedolla & Ponce, 2008), pueden sub
clasificarse en:

Mastitis sub-aguda. No muestra cambios observables en el animal, el cuarto
puede estar inflamado, la produccién disminuye y la leche presenta una apariencia
normal o puede presentar natillas observables en la prueba de fondo oscuro (Bedolla &
Ponce, 2008).

Mastitis aguda. Se caracteriza por la aparicion subita de la enfermedad con o
sin sintomas sistémicos, apariencia anormal de la leche (purulenta), y la ubre presenta

enrojecimiento, tumefaccion y dolor (Morin, 2004).
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Mastitis hiperaguda. El bovino presenta problemas con la coordinacion
muscular, fibrosis mamaria en la ubre y la calidad de la leche es sumamente baja pues

se muestra frecuentemente aguada y con manchas de sangre (Bedolla & Ponce, 2008).

Mastitis subclinica

En el caso de mastitis subclinica no se observan signos visibles ni en la ubre ni
en la leche, pero la produccién de leche disminuye y el recuento de células somaticas
aumenta, ademas es mas comun y tiene un grave impacto en los animales lactantes
mayores que en las novillas de primera lactacion. Debido a la falta de manifestaciones
clinicas, el diagndstico de mastitis subclinica es un desafio en el manejo de animales
lecheros y en la practica veterinaria (FAO, 2014; Khan & Khan, 2006).

Es la principal forma de mastitis debido a una prevalencia que es de 15 a 40
veces mayor que la mastitis clinica, mayor duracién y no son detectadas
inmediatamente 0 no pueden ser reconocidas por el ordefiador (Bedolla & Ponce,
2008).

Métodos de deteccion de mastitis

Entre los principales métodos de deteccion de mastitis estan:
Prueba de fondo oscuro

La prueba de fondo oscuro es un examen visual que determina ciertas
irregularidades provocadas por una infeccion seria, para esta prueba se utilizan taza o
paletas color negro que permite visualizar copos, grumos, restos de fibrina, moco o
cualquier otro material extrafio en la leche (Figueroa, 1984).

California Mastitis Test - CMT
La prueba California mastitis test (CMT) es la que se utiliza con mayor

frecuencia en andlisis de campo para el diagnéstico de mastitis tanto clinica como
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subclinica. Segun Echeverria, Guillermo, & Restrepo (2010), la prueba consiste en
agregar un detergente a la leche, el alquil-aril-sulfonato de sodio la cual causa la
liberacion del ADN de los leucocitos presentes en la leche, y éste se convierte, en

combinacién con agentes proteicos de la leche, en un complejo gelatinoso.

Conteo de células somaticas

El conteo de células somaticas (CCS) es un indicador del estado de salud de la
glandula mamaria, permite conocer el nimero de células por mililitro de leche, es decir,
la concentracion de leucocitos en leche.

Cuando la cantidad de células sométicas aumenta, la produccion de leche
disminuye. Se ha observado que por cada aumento de 100,000 en el recuento hay una
disminucion del 2,5% en produccion. Se ha propuesto el valor de referencia de 200.000
en el recuento, valores mayores indican dafios en el tejido que pueden conducir a

mastitis (Reyes & Bedolla, 2008).

Cultivos microbianos

Los cultivos microbianos permiten la identificacion de patégenos de diversas
enfermedades veterinarias (Ashraf & Imran, 2018), para ello se toma muestras de leche
de cuartos mamarias que presentan la infeccién y se procede a su siembra en medios
como agar sangre, Mc Conkey, EMB y otros medios diferenciales y selectivos (Calvinho,
2002).

Una ventaja de esta técnica es que permite obtener informacién de la presencia
0 ausencia de un grupo bacteriano especifico y la identificacién de organismos
patégenos prevalentes en el hato lechero para con ello implementar programas de

control de la enfermedad (Calvinho, 2002).
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Técnicas moleculares

En los dltimos afios se ha utilizado técnicas moleculares para el diagnéstico
veterinario dado que presentan mayor sensibilidad y especificidad. Técnicas basadas en
deteccion de &cido nucleico como PCR junto con extensiones como PCR multiplex,
PCR en tiempo real y LAMP son aplicadas como técnicas gold estandar por su rapidez
y confiabilidad. En la industria lechera son de utilidad principalmente para la deteccion
de ciertos patégenos de lento crecimiento y dificil tipificacidon por medios bioquimicos
(Ashraf & Imran, 2018). Otras técnicas como electroforesis en gel bidimensional y la
espectroscopia de masas, permiten identificar patrones de expresion de proteinas de

patégenos invasores en leche con mastitis (Hamid, 2016).
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Capitulo 1l

Materiales y métodos

Trabajo de campo

Un estudio de tipo transversal fue desarrollado entre octubre y noviembre de
2019 que incluyé cinco fincas de la isla Santa Cruz y tres fincas de la isla Isabela (Tabla
1), las cuales son fincas de alta produccion y con presencia de mastitis.

Las fincas fueron seleccionadas segun la prevalencia de mastitis, nivel de
positividad y localizacién geogréfica. Se tomé en cuenta que las fincas muestreadas se
encuentren alejadas entre si de manera que el estudio abarque toda la zona ganadera
de las islas.

Los datos para la seleccién fueron tomados de un estudio previo en el cual se
determind la prevalencia de mastitis por medio del conteo de células somaéticas en el
marco del proyecto de Vinculaciéon con la Sociedad: “Desarrollo de un programa de
control para mastitis bovina con base en la contextualizacion del problema en la
provincia de Galapagos — Ecuador”.

Tabla 1

Fincas seleccionadas para el estudio

Nimero de finca Ubicacion NuUmero de vacas muestreada

Santa Cruz 1
Santa Cruz
Santa Cruz
Santa Cruz
Santa Cruz
Isabela

Isabela

o N o M W N R
[ N e R N

Isabela
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Aplicacion de encuesta epidemiolégica
En cada finca muestreada se aplico una encuesta epidemiolégica al ganadero
(Anexo A).
La encuesta recopil6 informacion acerca de:
e Identificacién y localizacion de la explotacion
e Datos generales de la finca
e Aspectos sanitarios
e Ordefio
e Datos de trabajadores de la UPA
Los datos obtenidos se utilizaron para relacionar factores que pueden contribuir
al surgimiento y diseminacién de la enfermedad.
Toma de coordenadas de las fincas
Para la toma de coordenadas se utilizé la herramienta EpiCollet, esta aplicacién
permite recopilar en un sitio web informacién como fotos, videos, encuestas y ubicacion
GPS.
Para ello se creé el proyecto GalapagosESPE en el cual se registré cada vaca
muestreada junto con fotos, observaciones y la ubicacion de la finca.
Determinacién de mastitis clinicay subclinica
Para la determinacién del grado de mastitis se realiz6 en campo la prueba de
fondo oscuro y California Mastitis Test (CMT) asi como para la confirmacién se realiz
en laboratorio el conteo de células somaticas.
Prueba de fondo oscuro
Para la primera prueba a realizar se lavé la ubre y se sec6 con papel toalla, se

tomo los primeros chorros de leche en la paleta de fondo oscuro y se examiné la
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presencia de irregularidades como la formacién de grumos, copos, fibrina, moco, sangre
u materiales extrafios. Su presencia indica efectos cronicos resultado de una mastitis
clinica (Ruiz, 2017).

California Mastitis Test - CMT

Posteriormente a la prueba de fondo oscuro, se realiz6 la prueba CMT la cual
hace uso de un detergente alquil-aril-sulfonato de sodio. Se ordefié cada pez6n en una
paleta con cuatro compartimentos, a continuacion, se inclind para desechar la cantidad
de leche en exceso de los cuartos y se coloc6 un volumen igual del detergente durante
15 o0 20 segundos (Bedolla & Castafieda, 2007).

Para la interpretacion se analizé el grado de espesamiento de la solucién (Tabla
2).
Tabla 2

Interpretacion de la reaccion de la prueba CMT

Grado CMT Reaccion

Negativo La solucién no se ve alterada, por lo tanto, no hay infeccion.
Trazas Ligero espesamiento que desaparece a los 20 segundos de
colocar el reactivo, es necesario comparar con otro cuarto.

Presencia de precipitado, pero no se forma gel.

2 Formacién de fl6culo con viscosidad semejante a la clara de
huevo.
3 Formacién de un floculo denso, se adhiere a la paleta.

Fuente: Tomado de RCRMB (2019)
Conteo de células somaticas

Para el conteo de células somaticas se utilizé el equipo Ekomilk Scan, se colocé
10 ml de leche junto con 5 ml de surfactante Ekoprim en el homogenizador. El equipo se

basa en el principio de viscosidad, el surfactante disuelve la membrana celular y al



31
entrar en contacto con el material genético se vuelve gelatinosa aumentando la
viscosidad de la solucién. Este aumento es proporcional a la concentracioén de células
somaticas, por lo tanto, el equipo mide el tiempo de flujo de la solucién (Gongalves et
al., 2018).

Tabla 3

Interpretacion del conteo de células sométicas

Interpretacion Rango de células somaticas/cm3
Cuarto sano 0-200.000
Trazas 200.000-500.000

Mastitis grado 1 500.000-1,200.000

Mastitis grado 2 1,200.000-5,000.000

Mastitis grado 3 Mas de 5,000.000
Fuente: Tomado de RCRMB (2019)

Recoleccion de muestras

Previamente al muestreo, se aseguro la limpieza de la piel de la ubre y
especialmente los pezones para evitar contaminacion por agentes no relacionados a
patdgenos de la leche. Primero se realizé un lavado con abundante agua y jabon
secando con papel toalla. Una vez seco y con equipo de proteccion personal como
guantes de latex y mascarilla, se desinfectd con alcohol al 70%, se frotd vigorosamente
con un papel toalla la piel de la ubre y con una torunda distinta, se froté cada punta del
pezon (Agrocalidad, 2015).

Posteriormente a la desinfeccién y con nuevo equipo de proteccion personal, se
abri6 un frasco estéril cuidadosamente evitando tocar la parte interna de la tapa o la
boca del mismo, se receptd un volumen de al menos 5 ml de leche empezando del
cuarto mas cercano Y finalizando con el mas alejado. Para evitar contaminacion en el

procedimiento, se abrio los frasco junto al pezén y se dirigié el chorro de leche, todo el
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procedimiento se realiz6 de la forma més acelerada posible (Calvinho, 2002;
Agrocalidad, 2015).

Se tomd una muestra para el analisis bacteriol6gico y otra para la deteccién de
antibiéticos. Se etiquet6 cada frasco con el nombre o arete del animal, fecha, finca y
cuarto del cual se tomo¢ la leche. Para el transporte al laboratorio, los frascos se
colocaron en un recipiente de espumaflex con gel en frio a una temperatura de 4°C.
Trabajo de laboratorio

Esta fase de estudio se realiz6 en los laboratorios de la Agencia de Regulacion y
Control de la Bioseguridad y Cuarentena para Galapagos (ABG) ubicada en la Isla

Santa Cruz, provincia de Galapagos.

Deteccidén de antibi6ticos

Se utilizé el Test Strip Milk para la deteccién de tetraciclinas, beta lactamicos y
sulfonamidas. El Kit se basa en inmunocromatografia de inhibicién competitiva. En el
proceso, los antibiéticos presentes en leche al estar en contacto con anticuerpos
monoclonales especificos inhiben la unién de los anticuerpos con el conjugado
antibiético-BSA presente en la banda de la tira de revelacién. La presencia de lineas
coloreados da como resultado negativo a la presencia de antibiéticos, por el contrario la
ausencia es positivo (GreenSpring, 2014).

Se coloco 200 pl de la muestra de leche en viales de incubacion y se mezclo con
el reactivo presente en los microposillos. Se incub6 a 40°C durante 5 min.
Posteriormente se coloco las tiras del test durante otros 5 min y se procedid a visualizar

los resultados segun la presencia o ausencia de bandas coloreadas.
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Aislamiento de agentes etioldgicos
Siembra en medios de cultivo selectivos
Para la siembra, se prepararon de uno a tres dias antes de la toma de muestras,
cajas Petri con agar sal manitol, agar Mac-Conkey, agar EMB y agar sangre a la
concentracion indicada cada uno (Tabla 4).
Tabla 4

Concentracion de medios diferenciales y selectivos

Medio Especificacion
Agar MacConkey 50 g/L

Agar sangre 40 g/L

Agar Sal Manitol 111 g/L

Agar EMB 36 g/L

En un mesoén previamente desinfectado y cerca de mecheros, se coloc6 con una
micropipeta 50 pl de muestra de leche en cada medio de cultivo (agar MacConkey,
sangre, sal manitol y EMB), se distribuyd con un triAngulo de siembra esterilizado con
alcohol al 70%:; se incubd las cajas Petri a 37°C y se observo resultados a las 24 y 48 h
(Acufa & Rivadeneira, 2008).

Para la caracterizacion macroscopica se observaron los cambios producidos por
cada colonia en los diferentes medios de cultivos, como presencia de halos, cambios de
color del medio, coloracion y forma de las colonias.

Aislamiento de cultivos puros

Para el aislamiento se prepararon tubos inclinados de agar nutriente. Una vez

desinfectado el lugar de trabajo y seleccionado los medios que presentaran crecimiento,

en frente de un mechero, se tomé una muestra de cada colonia aislada tras la siembra
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en caja Petri en los medios selectivos y se sembraron en zigzag de manera homogénea

en tubos inclinados. Se incubaron a 37°C durante 24 h (Garcia et al., 2008).

Tincién Gram

Para verificar la pureza del cultivo, se realizé un frotis que consistié en colocar
una gota de agua destilada sobre un portaobjetos y con un asa bacteriana previamente
esterilizada, se extendié la muestra del tubo de ensayo sobre la superficie del
portaobjetos. Posteriormente, se fijo al calor pasandola por la llama del mechero tres
veces (Rodriguez et al., 2011).

Para la tincién, se coloc6 durante un minuto gotas de colorante cristal violeta y
se enjuago, posteriormente se coloco lugol seguido de otro enjuague, se puso
aproximadamente 20 gotas de decolorante y, para finalizar, unas gotas de safranina
seguido de un dltimo enjuague. Con el uso de microscopio se diferenci6 los cultivos
segun su Gram: positivo si presenta color azul-violeta o negativo rojo-rosado (Figura 1);
forma: cocos o bacilos y agrupacion: solos, racimo o en filas (Rodriguez et al., 2011).
Figura 1

Diferenciacién de cultivos por tincion Gram, Bacilos Gram negativos (izquierda) y
estafilococos Gram positivos (derecha) 100X
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En caso de obtener un cultivo impuro, se tomé muestra del tubo inclinado y se
sembré en caja Petri por estriado mixto (Figura 2); se verificd la pureza nuevamente por
tincion Gram. Este proceso se repitidé hasta obtener cultivos puros.
Figura 2

Siembra en estriado para la obtencion de colonias

Pruebas bioquimicas

Las pruebas bioquimicas y antibiogramas se realizaron en el laboratorio de
Microbiologia de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, sede Sangolqui.

A partir de los resultados obtenidos por tincion Gram, se efectuaron pruebas
bioquimicas para identificar de forma precisa la ausencia de una enzima, grupo de
enzimas o de una via metabdlica completa en uno o mas microorganismos (Bou et al.,
2011).

Para la identificacion de estafilococos Gram positivos se realizaron las pruebas
de catalasa, coagulasa y siembra en agar Sal Manitol, Maltosa, Coagulasa, DNAsa y

agar sangre.
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Sal Manitol

El medio sal manitol contiene peptona y extracto de carne bovina que provee de
nutrientes esenciales, cloruro de sodio al 7,5% que produce la inhibicién parcial o total
de bacterias diferentes de estafilococos. Tiene rojo de metilo que sirve como indicador
al cambio de pH producto de la fermentacion de maltosa. Facilita la diferenciacion de
especies de estafilococos. Estafilococos coagulasa positivos, como
Staphylococcus aureus, producen cambio en el medio circundante de color amarillo,
estafilococos coagulasa negativos, como Staphylococcus epidermidis, producen
colonias de color rojo y no hay cambio de coloracién del medio (Figura 3) (Laboratorios
BD, 2013).

Para la siembra, se dividio la caja en partes, en cada una se realizé la siembra
de una muestra por estriado simple. Se incub6 a 37°C por 24 horas y se observé el
cambio de coloracion en el medio.

Figura 3

Crecimiento en medio sal manitol, estafilococos sal manitol negativo (1) y estafilococos
sal manitol positivo (2) y (3)
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Maltosa

El agar maltosa se utiliza para la identificacion de microorganismos utilizadores
de maltosa como hidrato de carbono. El medio contiene parpura de bromocresol que
permite la identificacién del cambio de pH por la fermentacién de maltosa, produciendo
una coloracion amarillenta en el medio circundante (MacFaddin, 2000).

Para la elaboracién del medio, se coloc6 en un litro de agua 40 g de maltosa, 15
g de agar, 10 g de extracto de levadura, 10 g de peptonay 0,1 g de parpura de
bromocresol. Se autoclavé y dispens6 en cajas Petri. Se sembraron dos muestras por
caja, por estriado simple, se incubaron a 37°C por 24 h y se observé el cambio en la

coloracion del medio.

DNAsa

Se utiliza para la deteccién de microorganismos con actividad
desoxirribonucleasa. Permite diferenciar entre especies de estafilococos, Klebsiella,
Enterobacter y Serratia spp (Britania, 2011). La DNAsa es un enzima que hidroliza el
acido desoxirribonucleico del medio liberando oligonucleétidos y fosfato, el acido
desoxirribonucleico hidrolizado presenta transparencia mientras que el acido
desoxirribonucleico polimerizado, precipita y se torna opaco (Bou et al., 2011).

Para la preparacion del medio, se coloc6 42 g del medio y 0,05 g de azul de
toluidina en un litro de agua, se esterilizé y se dispensé en cajas Petri. Se sembraron
dos muestras por caja, mediante una sola estria gruesa, se incubé a 37°C por 24 h.
Para la observacion de resultados, se cubri6 la caja con acido clorhidrico hasta cubrir
todo el medio y se observo la formacién de un halo transparente alrededor del

crecimiento.
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Agar sangre

Es un medio de cultivo complejo que permite el crecimiento de una gran
cantidad de microorganismos. La infusion cerebro corazén y la peptona aportan
nutrientes para el crecimiento, el cloruro de sodio mantiene el balance osmético y la
adicion de sangre ovina estéril promueve el crecimiento de microorganismos exigentes.
Debido al contenido de sangre, se pueden observar reacciones de hemdlisis. La
hemodlisis alfa se da por la lisis parcial de glébulos rojos observandose un halo verdoso
alrededor del crecimiento producto de la oxidacion de la hemoglobina a
metahemoglobina por el peroxido de hidrégeno generado por los microorganismos.
Hemolisis beta se da por la lisis total de glébulos rojos, forma un halo claro alrededor de
las colonias (Figura 4). Hemdlisis gamma se da por la ausencia de hemdlisis, el medio
no presenta cambios de coloracion (Britania, 2015).

Para la elaboracién del medio se coloc6 40 g de base sangre en un litro de agua,
se esteriliz0 y se agreg6 del 5 al 8% de sangre al medio a 40°C. Se dispensoé y se
sembraron dos muestras por caja, por estriado simple. Se incub6 a 37°C por 24 hy se
observo el tipo de hemdlisis.

Figura 4

Bacterias beta hemoliticas
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Catalasa

Se utiliza para la deteccién de la enzima catalasa presente en la mayoria de
bacterias aerobias y anaerobias facultativas que contienen citocromo. Las bacterias que
sintetizan catalasa hidrolizan el peréxido de hidrogeno produciendo agua y oxigeno
molecular, como resultado se da la formacién de burbujas (MacFaddin, 2000).

Para la prueba se utiliz6 cultivos en agar nutriente de 24 horas, en un
portaobjetos se colocé dos o tres gotas de perdxido de hidrégeno al 3%, se depositd
una colonia y se observo la formacion de burbujas en los préximos 20 segundos (Figura
5).

Figura 5

Reaccion de catalasas positivas (formacion de burbujas)

Coagulasa

Permite la diferenciacién de especies de estafilococos por su capacidad de
coagular plasma por accion de la enzima coagulasa. La enzima convierte fibrinbgeno
del plasma en fibrina, puede ser de dos formas: a partir de coagulasa unida a la pared
bacteriana o coagulasa secretada al medio extracelular (Bou et al., 2011).

Para la obtencion de plasma, se sacrificé un conejo con descargas eléctricas. Se
extrajo sangre por puncién cardiaca y se coloc6 en tubos con EDTA. Se centrifugaron
los tubos a 4500 rpm por 20 min y se recogié el plasma obtenido con una micropipeta

en microtubos eppendorf de 1,5 ml estériles.
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Se tomd muestras del cultivo bacteriano y se sembré en los tubos con plasma de
conejo. Se incubd a 37°C y se observé cada 30min por 4 hy a las 24 h la formacion de
coagulos (Figura 6).
Figura 6

Prueba de coagulasa: estafilococo coagulasa negativo (1) y estafilococo coagulasa
positivo (2)

En la tabla 5 se observa las caracteristicas fenotipicas esperadas para la
diferenciacion de estafilococos Gram positivos.

Tabla 5

Claves bioquimicas para la diferenciacion de estafilococos Gram positivos

Especie Sal Manitol Maltosa DNAsa Sangre Catalasa Coagulasa
S. aureus + + + 3 + +
S. epidermidis - + - Y + -
S. saprophyticus + + - y + -

Fuente: Tomado de Zendejas, Avalos, & Soto (2014)
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Capitulo IV
Resultados
Georreferenciacion de las fincas
Se muestrearon un total de 8 fincas, 5 procedentes de la Isla Santa Cruz (Figura

7)y 3 de la Isla Isabela (Figura 8) las cuales fueron georreferenciadas con la

herramienta EpiCollet.

Figura 7

Georreferenciacion de las fincas muestreadas en la Isla Santa Cruz

Figura 8

Georreferenciacion de las fincas muestreadas en la Isla Isabela
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Encuesta epidemioldgica

Con las encuestas realizadas se pudo obtener informacion sobre datos generales
de la finca, aspectos sanitarios, ordefio y datos de trabajadores. Los datos obtenidos se
detallan en el Anexo B. De las ocho fincas muestreadas el 12.5% realiza el manejo de
estiércol, 62.5% ordefia en un sitio libre de otras especies de animales, 100% implementa
una secuencia de ordefio correcta, 100% realiza el despunte, 100% realiza el lavado de
pezones, 100% reciben capacitacion de buenas practicas de ordefio (BPO), y el 78%
sella los pezones al final del ordefio.

Deteccion de mastitis clinicay subclinica

Para la deteccion de mastitis clinica y subclinica se muestre6 un total de nueve
vacas por cuartos obteniendo 36 muestras de leche.

Mediante la prueba de fondo oscuro no se observé la presencia de mastitis
clinica en ninguna de las muestras. Con CMT y células somaticas se detecto la
presencia de vacas con mastitis subclinica en al menos un cuarto de la ubre (Tabla 8).

De las 36 muestras recolectadas, el 66,67% (24) presentaron conteo de células
somaticas menores a 200.000 células/cm3(sin mastitis) y el 33,33% (12) present6 un
recuento mayor a 200.000 células/cm?® (mastitis subclinica) (Tabla 6).

Tabla 6

Porcentaje de cuartos afectados segun el CCS

Grado de mastitis CCS Cuartos afectados
Sin mastitis <200.000 66,67%
Trazas 200.00-400.000 5,56%

Mastitis subclinica >400.000-1.500.000 27,78%




Deteccidn de antibiéticos
Las muestras recolectadas no presentaron antibiéticos como tetraciclinas, beta

lactdmicos y sulfonamidas.

Aislamiento de microorganismos

Tras la siembra en los medios agar sangre, sal manitol, EMB y MacConkey se
obtuvieron un total de 128 aislamientos cuya morfologia y tincion Gram se detallan a
continuacion.
Figura 9

Porcentaje de microorganismos aislados de los 36 cuartos de nueve vacas
muestreadas para mastitis en las Islas Galapagos

MIROORGANISMOS AISLADOS
M Estafilococos Gram
positivos
W Estreptococos

M Bacilos Gram positivos

Bacilos Gram negativos

Para realizar la diferenciacion de las 97 muestras de estafilococos Gram
positivos aislados se utilizé la prueba de sal manitol y coagulasa.
Tabla 7

Resultados de la prueba coagulasa y sal manitol de todos los estafilococos Gram
positivos aislados

Sal Manitol Coagulasa Numero de cultivos puros
Positivo Positivo 37
Positivo Negativo 15

Negativo Negativo 45

43
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Se seleccionaron los aislados que obtuvieron los mismos resultados en las
pruebas de sal manitol, coagulasa, y ademas perteneciera a la misma vaca y cuarto
mamario.
De este modo, un total de 97 cultivos obtenidos se redujeron a 48, con los que
se procedio a realizar una identificacion por especie de estafilococos mediante pruebas

bioguimicas. La tabla 8 detalla el nUmero de aislados por cuarto mamario.

Identificacion de microorganismos

Con la discriminacién por vaca, cuarto mamario y pruebas bioquimicas, se
obtuvo un total de 73 aislamientos.
Tabla 8

Resultados CMT, CCS y numero de cultivos obtenidos de los 36 cuartos muestreados
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En las 12 muestras que presentaron mastitis se identificd el 47.4%
correspondiente a S. aureus, siendo el principal agente causal en este estudio. En las
24 muestras de cuartos sin mastitis los microorganismos mas frecuentes fueron bacilos

Gram positivos en un 38,78% y S. epidermidis en un 24.49%.

Tabla 9

Microorganismos identificados
Microorganismos Porcentaje en muestras Porcentaje en muestras

positivas a MB (%) negativas a MB (%)

Staphylococcus aureus 47.37 10.2
Staphylococcus saprophyticus  5.26 12.24
Staphylococcus epidermidis 26.32 24.49
Otros estafilococos coagulasa  5.26 16.32
negativo
Streptococcus sp 0 2.04
Bacilo Gram positivo 15.79 38.78

Bacilo Gram negativo 0 6.12
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Capitulo V
Discusién
Deteccion de mastitis bovina

En el proyecto de Vinculacion con la Sociedad “Desarrollo de un programa de
control para mastitis bovina con base en la contextualizacion del problema en la
provincia de Galapagos — Ecuador”, considerando las trazas como positivos, se
determind una prevalencia de 21,71% (38/175) en la Isla Isabela, 22% (92/418) en la
isla Santa Cruz, 28.23% (24/85) en la isla San Cristobal y en la Isla Floreana no se
identificé mastitis clinica ni subclinica. Estos valores son bajos en comparacion con los
obtenidos por Andrade y Sanchez (2018) en la Cooperativa de produccién agropecuaria
“El Salinerito” provincia de Bolivar, en el cual se obtuvo una prevalencia de 36.9%
(136/379), de igual manera mediante la aplicacion de encuestas obtuvieron deficiencias
en mas del 90% de las fincas en cuanto a manejo, nutricién y aspectos de sanidad, lo
cual explica una mayor predisposicion a la enfermedad.

Segun Ramirez (2016), la higiene de la ubre es el principal factor que
predispone a contraer mastitis subclinica, el riesgo aumenta si no se tiene cuidado con
la unidad de ordefo, utensilios y ausencia del sellado de pezones post ordefio. En Islas
Galapagos, las fincas muestreadas conocen BPO lo que podria explicar la baja
prevalencia de la enfermedad, sin embargo, la poca frecuencia de algunas practicas
como el sellado de pezones contribuye a la diseminacion de microorganismos
patdégenos, a su vez la falta en el manejo de estiércol y condiciones ambientales como
climas humedos en la region alta de la Isla Santa Cruz pueden servir como vectores de
proliferacién de microorganismos contagiosos.

La identificacion de mastitis subclinica se realiz6 mediante conteo de células

somaticas y CMT. En ambos casos se obtuvieron valores relacionados (Tabla 8),
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segun Ceballos (2016) el diagnéstico de células sométicas y la prueba CMT son las
principales medios para identificar mastitis en fincas ganaderas con una sensibilidad del
75% y especificidad del 90% para CCS.

Segun Adkins & Middleton (2018), los cuartos mamarios no infectados tienen
normalmente un recuento de células somaticas de 70.000 células/cm3 a 200.000
células/cm3y en el caso de un recuento mayor ya se puede considerar una infeccion
intramamaria (1IM), este umbral es el 6ptimo para reducir algin error de diagnéstico y
ser considerado para analisis microbiolégico.

De las 36 muestras obtenidas, el 5,56% de los cuartos muestreados presentaron
recuentos entre 200.000-400.000 células por c¢m3, se deben considerar las trazas de
mastitis como positivos para una [IM aun cuando no se presente disminucion en
produccién de leche ya que indican el inicio de la infeccién o es sefal de que un
organismo ha sido eliminado (Adkins & Middleton, 2018).

El 28,68% presentd un recuento mayor a 400.000 células/cm?® sefial de una IIM.
Segun Jones (2009), valores de CCS altos representa una infeccion por al menos uno
de los principales patégenos y produce graves pérdidas en calidad y cantidad de leche.

Todos los cuartos mamarios positivos a mastitis presentaron crecimiento en
medios de cultivo a excepcién de uno. Esto puede darse debido a algun factor
traumatico en la vaca de estudio, Adkins & Middleton (2018) menciona considerar que
el conteo de células soméaticas puede verse alterado por factores como raza, estacion

del afio, etapa de lactancia, edad, paridad, frecuencia de ordefio y estresores.
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Deteccidén de antibidticos en leche

El uso de antibiéticos en ganaderia es una practica comun para el manejo de
enfermedades como mastitis y neumonia, entre otros. Su uso generalizado ha llevado a
contribuir al aumento en la prevalencia de bacterias resistentes (Khachatryan et al.,
2006).

En el proyecto de Vinculacion con la Sociedad “Desarrollo de un programa de
control para mastitis bovina con base en la contextualizacion del problema en la
provincia de Galapagos — Ecuador”, de 678 muestras recolectadas en las Islas Santa
Cruz, San Cristobal e Isabela, 3 muestras fueron positivas a la presencia de residuos de
antibioticos betalactamicos o tetraciclinas es decir un 0.44% de las muestras
presentaban residuos de antibiéticos de los cuales 2 fueron positivas para
betalactdmicos (0.29%) y 1 para tetraciclinas (0.15%).

La baja presencia de residuos de antibigticos en leche puede deberse al
desarrollo de capacitaciones de ganaderos en calidad de leche por el Ministerio de
Agricultura y Ganaderia (Ministerios de Agricultura y Ganaderia, 2018), por ello los
ganaderos conocen sobre el uso adecuado y cumplen con los dias el retiro del
farmaco. Ademas, instituciones como la Agencia de Regulacion y Control de
Bioseguridad y Cuarentena para Galapagos realiza constantes monitorios de inocuidad
de alimentos, entre ellos pruebas para deteccion de antibiéticos en leche cruda (ABG,
2019), lo cual también regula el uso de estos medicamentos veterinarios en las islas.

En otras investigaciones realizadas en el pais se han encontrados residuos de
antibiéticos en valores altos comparados con las Islas Galapagos. En el canton Cuenca
de la provincia del Azuay, el 22.8% de muestras de leche cruda fue positivo a la

presencia de betalactamicos, 2.6% a tetraciclinas y un 0.6% a la presencia de ambas
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familias en la misma muestra (Caracundo, 2019). En la provincia de Cafar se identifico
el 3.7% de muestras de leche con residuos de antibiéticos (Andrade et al., 2017).

Segun Mattar et al. (2009) la presencia de antibiéticos en leche puede influir en
el desarrollo de microorganismos patégenos y modificacion de la flora intestinal,
ademas el crecimiento de microorganismos en leche positivos a antibiéticos puede
indicar la posible presencia de un microorganismo resistente. En el analisis
microbioldgico de leche puede alterar la identificacion de agentes causales impidiendo
la proliferacion de algunas especies. El presente estudio no se vio afectado debido a la
nula presencia de antibiéticos.

Microorganismos identificados

El agente causal encontrado con mayor porcentaje en muestras positivas a
mastitis fue S. aureus en 47,37%, valores similares han sido reportados por Andrade y
Sanchez (2018) en la provincia de Bolivar, en el cual S. aureus fue el principal patégeno
causante de mastitis detectado en el 55.2% de los aislados. Ademas, S. aureus se
identifico en el 10.2% de aislados de cuartos con CCS menor a 200.000 células/cm?; al
ser un patégeno contagioso, Jones (2009) menciona que puede diseminarse de cuartos
infectados a toda la ubre si no se aplican buenas préacticas de ordefio.

Dado que S. aureus es el principal agente causal de mastitis en las Islas Santa
Cruz e Isabela se rechaza la hip6tesis de este estudio, por ende, los casos de mastitis
en las islas son de tipo contagioso. S. aureus es el agente infeccioso méas reportado y el
gue presenta mayor riesgo para hatos lecheros, es un patégeno que se puede encontrar
en lesiones de la piel, manos del ordefiador, equipo de ordefio y cama. Mediante el

ordefio puede introducirse al canal del pezén y liberar factores de virulencia que
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provocan inflamacion y reduccion en la eficacia del tratamiento con antibiéticos
(Calderén & Rodriguez, 2008).

El 5.26% de los aislados de muestras con mastitis corresponden a S.
saprophyticus, 26.31% a S. epidermidis, y 5.26% otros estafilococos coagulasa
negativos. Valores relacionados se encontraron en el estudio realizado por Amer et
al.(2018) en la provincia de El Oro, en el cual identificaron que el 55.3% de los aislados
causantes de mastitis subclinica corresponden a estafilococos coagulasa negativos
(SCN) tales como S. epidermidis, S. haemolyticus, S. hominis, S. sciuri, S. arlettae y S.
gallinarum.

El 83% de los todos los SCN aislados de cuartos positivos a mastitis se
presentaron como infecciones mixtas junto con S. aureus. Los SCN tales como S.
epidermidis pueden encontrarse en la piel de los pezones y en raras ocasiones provocar
formas de mastitis subclinica, son considerados patégenos menores (Calderén &
Rodriguez, 2008; Fernandes dos Santos et al., 2016).

Estreptococos y bacilos Gram negativos fueron identificado en el 1.49% y 3% de
los aislados. Estos valores son similares a los reportados por Andrade y Sanchez
(2018), que identificaron 1.5% de Streptococcus sp., 1.5% E. coli, 1.5% Shigella sp., 3%
Klebsiella sp. y 1.5% Enterobacter sp., pero son bajos comparados con los reportados
por Bonifaz & Conlago (2016) en Paquiestancia, canton Cayambe, que identificaron
Streptococcus dysgalactiae en el 13% y E. coli en el 13% de aislados. Estos
microorganismos han sido reportados ampliamente como causantes de mastitis por falta
de buenas préacticas de ordefio como mala higiene de los pezones y presencia de un
ambiente contaminado por heces o lodo (FAO, 2004). En las fincas muestreadas de las

islas Santa Cruz e Isabela solo el 12.5% realiza el manejo de estiércol (fuente principal
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de coliformes); sin embargo, el bajo nivel de contagio por microorganismos ambientales
se da por las buenas préacticas de ordefio.

Bacilos Gram positivos se identificaron en el 15.79% de los aislados de cuartos
con mastitis. En el estudio realizado por Andrade y Sanchez se encontré Bacillus sp. en
el 26.9% de aislados, en el realizado por Amer et al. (2018) se encontrd bacilos Gram
positivos como B. cereus, B. licheniformis y B subtilis en un 22.1% de casos
mencionando que son patégenos importantes de mastitis clinica y subclinica. De igual
forma Bonifaz & Conlago (2016) report6 especies como Micrococcus 5% y
Corynobacterium sp en 4%. En el presente estudio los bacilos Gram positivos al igual
gue SCN aislados de los cuartos con mastitis se presentaron como infeccién mixta junto
con S. aureus.

De los aislados obtenidos de cuartos mamarios con CCS menor a 200.000
células/cm? se identific6 SCN, S. aureus, S. epidermidis, S. saprophyticus, bacilos Gram
negativos y en mayor porcentaje bacilos Gram positivos. Segun Calvinho (2002) la
leche obtenida de una glandula mamaria sana puede contaminarse incluso cuando es
tomada en condiciones asépticas por microorganismos presentes en el canal del pezén,
los organismos mas frecuentes aislados de leche y parte de la flora intestinal de la ubre
sana son: Micrococcus spp., Corynebacterium bovis, Bacillus spp., estreptococos,
estafilococos y Pseudomonas spp.

Jones (2009) menciona que la linea de defensa en la glandula mamaria para
evitar contaminacion es el esfinter que rodea el canal del pezoén, este evita que las
bacterias entren, sin embargo después del ordefio el musculo del esfinter permanece
dilatado durante 1-2 horas y las bacterias presentes alrededor del canal en este tiempo

pueden ingresar. El 78% de las fincas muestreadas realizan el sellado del pezon



después del ordefio, esta practica puede evitar la contaminacion de leche por

microorganismos ambientales y flora normal de la glandula.
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Capitulo VI
Conclusiones y recomendaciones
Conclusiones
Las fincas muestreadas no presentaron casos de mastitis clinica. Formas de
mastitis subclinica, grado 1, 2 y 3, se identificaron con CMT y CCS en el 33.33% de los
cuartos recolectados.
Las muestras de leche no presentaron antibiéticos, por lo cual no hubo
alteraciones en la deteccidén de agentes causales.
Se identificé a S. aureus como patdégeno principal causante de mastitis,
concluyendo que los casos de mastitis son de tipo contagioso.
Se identificé estafilococos coagulasa negativos como S. epidermidis y
S. saprophyticus asi como bacilos Gram positivos en muestras con mastitis, todas ellas
a excepcién de una se presentaron como infeccién mixta junto a S. aureus, lo que
podria indicar que por si solas no afectarian significativamente el desarrollo de la
enfermedad.
En muestras con conteo de células somaticas menores a 200.000 células/cm?
se identific6 en mayor porcentaje a bacilos Gram positivos (38,19%), microorganismos

presentes en el conducto del pezon o contaminantes del ambiente.
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Recomendaciones
Los ganaderos deben aplicar métodos de deteccion como fondo oscuro y CMT
constantemente, esto permitira el control a tiempo de los casos de mastitis subclinica.
Se deben mantener y aplicar buenas practicas de ordefio para controlar la
mastitis, si bien no se puede eliminar la enfermedad totalmente de un hato lechero, si se
puede mantener al minimo la cantidad de contagios.
Se deben realizar antibiogramas para poder aplicar un tratamiento mas eficaz.
Se recomienda continuar la identificacién por medio de andlisis moleculares para
tener un mejor panorama de la diversidad microbiana en hatos lecheros de las Islas

Galapagos.
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