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l. INTRODUCCION

La mastitis es la enfermedad més comun en los bovinos en todo el mundo y la mas costosa
para € productor por las pérdidas de leche, vacas afectadas y e dinero invertido en
Meédicos Veterinarios y medicamentos (Cano 2006). Ademas, los cambios en la
composicion de la leche (reduccion de calcio, fésforo, proteina y grasa, e incrementos de

cloroy sodio) reducen su calidad (Agrobit Gestion Agropecuaria 2004).

La mastitis es un sindrome ya que es multifactorial, es solamente un signo de més de 100
enfermedades y clinicamente significa inflamacion de la glandula mamaria; ésta
inflamacion debido a la presencia de patdégenos se convierte en una infeccion provocando
dafios a epitelio mamario (Cano 2006). La magtitis también puede ser provocada por:

lesiones fisicas, mala desinfeccion de las ubres en € ordefio, maguinas de ordefio mal

utilizadas, deficiente sellado post-ordefio, mal estado de las camas, entre otros factores que
permiten el ingreso de microorganismos patdgenos a las glandulas mamarias o causan dafio

fisico del tgjido, provocando asi su inflamacion.

Las pérdidas econdmicas por mastitis en € ganado bovino son para € productor, por las
pérdidas directas, entre las que se pueden mencionar: la eliminacién de leche con magtitis,
el tratamiento de la enfermedad, la eliminacion de leche con antibidtico, tiempo con baja
produccion hasta que e anima se recupere totalmente, entre otras. Y para la industria
debido a la disminucién en €l suministro de materia prima para su procesamiento y la baja

calidad de la misma (Pedraza 1991).



En Estados Unidos de América, se ha estimado que las pérdidas solo por menor produccion
de leche alcanzan a 1 billon de ddlares anuales y que & costo promedio de la mastitis
clinica fluctla entre 27 y 50 ddlaresvaca/aiio (DeGraves y Fetrow 1993). En Chile,
Pedraza (1991), establecio que la disminucion en la produccion de leche por lactancia en
vacas con mastitis clinica puede llegar a un 14%, a compararla con la de animales que no
presentaban la enfermedad. Segun el Consgjo Nacional de Mastitis en México, se estima
una pérdida promedio de 225 dblares anuales por vaca en el hato, de los cuales 78 son

atribuidos a casos de mastitis clinica (Lopez et al. 2006).

Si se habla de que las pérdidas para los paises desarrollados son representativas a su
produccién; las cifras acanzadas en los paises en desarrollo, como Ecuador, no podrian
dgar de ser significativas, aunque existen pocos 0 ningun dato que exprese dicha pérdida.
Por ello la necesidad de llevar un control especifico de la mastitis en el pais, o que se
puede lograr mediante andlisis bacteriolégicos y pruebas de sensibilidad/resistencia para

tener una idea real del estado de la enfermedad y asi disminuir los gastos ocasionados en

los hatos ganaderos.

Como menciona Martin et al. (2002), en un estudio realizado en la Universidad de Chile,
Universidad Austral de Chile y Cooprinsem; donde determiné la sensibilidad de bacterias
patdgenas aisladas de mastitis en vacas lecheras de la VvV Region, Region Metropolitanay X2
Region, frente a los antimicrobianos utilizados con mayor frecuencia en lecherias de Chile.
Se utilizd para ello el Méodo de Dilucion en Placa para determinar la Concentracion
Minima Inhibitoria (MIC) de cada cepa bacteriana. Se tomaron 963 muestras

correspondientes a las dos primeras regiones, de las cuales se aislaron 449 cepas
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bacterianas y se encontrd un fuerte predominio de Escherichia coli (40,76%). En la X2
Region, de 2000 muestras se aislaron 1012 cepas, y se encontrd0 un predominio de
Saphylococcus aureus (55,53%). Para las bacterias Gram positivas (Staphylococcus
aureus, Streptococcus spp. y Saphylococcus coagulasa negativo) presentaron altos
porcentagjes de resistencia (>25%), frente a amoxicilina, ampicilina, penicilina,
estreptomicinay lincomicina. Para las cepas de E. coli no se present6 resistencia superior

a 25%.

Lopez et al. (2006), en un estudio realizado en la Universidad Autonoma del Estado de
México; determiné la sensibilidad a los antibidticos utilizando para esto sensidiscos para
bacterias Gram positivas impregnados con antibioticos. Después de que las bacterias se
incubaron a 37° C por 18 horas, se midio € halo de inhibicién para determinar € grado de
sensibilidad. Los resultados obtenidos fueron: 17 de los aislamientos mostraron resistencia
a ampicilina (85%), dicloxacilina y penicilina. En € caso de la dicloxacilina no se
detectaron aislamientos sensibles; sin embargo, 3 de ellos presentaron una sensibilidad
intermedia. Por otro lado e 90% de los aislamientos fue resistente a ceftazidima. Solo €

5% del aislamiento mostro resistencia a cefuroximal/lincomicina, eritromicinay tetraciclina
Los aislamientos presentaron resistencias multiples, particularmente a los antibidticos del

grupo de las penicilinas, con escasas excepciones.

Estos y muchos trabgjos nos muestran la importancia del diagnostico, aislamiento y

antibiograma, paratener éxito enel control de ésta enfermedad.



. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

Aidar e identificar los agentes causales de mastitis encontrados en muestras de leche

obtenidas de haciendas de ganaderias bovinas de la Provincia de Pichincha

2.2. OBJETIVOSESPECIFICOS

Evaluar e nivel tecnoldgico de las haciendas.

Determinar la prevalencia de madtitis en 20 haciendas muestreadas de la provincia de
Pichincha.

Determinar € patbgeno mas representativo en leche con magtitis.

Establecer sensibilidad y resistencia de los patégenos mediante antibiogramas.

2.3. HIPOTESIS

Las vacas de las haciendas ganaderas de ata tecnificacion presentan menor grado de
prevalencia de mastitis que las haciendas de baja tecnificacion.

Los patégenos presentes en las haciendas ganaderas de la provincia de Pichincha
coinciden con los patdgenos mas comunes causantes de mastitis.

La resistencia del patdgeno frente a los antibidticos estd dada por los tratamientos

aplicados en e mangjo del hato en las diferentes localidades.



I1l. REVISION BIBLIOGRAFICA

3.1. MASTITIS

3.1.1. GENERALIDADES

Mastitis (del griego mastos = glandula mamaria 'y del sufijo itis = inflamacién). Se define
como la inflamacion de la glandula mamaria que generamente se presenta como una
respuesta a la invasién por microorganismos y se caracteriza por dafos en e epitelio
glandular, seguido por una inflamacion clinica o subclinica, pudiendo presentarse con
cambios patoldgicos localizados o generalizados, dependiendo de la magnitud del dafio

(Avilay Gutiérrez 2004).

Segun (Acebo 2006), la madtitis es la enfermedad mas comun y costosa del ganado lechero,
debido a los efectos que ocasiona sobre la produccion y la calidad de leche. Algunas
investigaciones aseguran que la mastitis causa una disminucion en la produccion del 70%
de las pérdidas totales, y otros porcentgjes contribuyen a la disminucion en el precio por
deficiencias de calidad, gastos en medicamentos, servicio veterinario, desecho de animales,

descarte en laleche, problemas de residuos de antibioticos.

Diferentes investigadores han reportado que los porcentajes de vacas eliminadas a causa de
mastitis varian anuamente desde 1,3 hasta 25%, datos obtenidos en un hato del Altiplano

de México (Avilay Gutiérrez 2004).



3.1.2. M ANEJO

Es importante considerar la fuente y formas de transmision de la enfermedad. Los
organismos que causan la mastitis viven en diferentes ambientes (materia fecal, cama, piel,
etc.). La limpieza genera de las vacas y su aojamiento, como también buenos
procedimientos de manejo (especiamente ordefio) son formas efectivas de controlar la

difusion de la mastitis (ARA 2006). (Figura 3.1)
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Figura 3.1. Tresdelas principalesrutas detransmision bacteriana durante el ordefio.

Fuente: Diaz 2006

3121 FACTORESFISICOS:
3.1.2.1.1. HeridasFisicas
Las heridas fisicas pueden causar dafios en la piel del pezon. Si estas heridas involucran
apertura de la punta del pezon (cand), por lo general, no se recuperan apropiadamente.
Tales heridas incrementan € riesgo de entrada de bacterias a la glandula a través de la
apertura del pezén y causan nuevas infecciones y elevados recuentos de células sométicas

(Jaramillo 2007).



3.1.2.1.2. Desinfectantes
Al adquirir un desinfectante para pezones es aconsegjable que se conozca su capacidad de
controlar la microflora existente en el medio donde se aplicara. Después de terminado el
ordefio del ganado se deberd eiminar los restos del desinfectante y lavar bien los

recipientes (Avilay Gutiérrez 2004).

3.1.2.1.3. Personal
Explotaciones especializadas en produccion el persona utiliza €l ordefio mecanico, pero
gjecuta | as actividades con diferentes grados de eficiencia, ya que carecen de entrenamiento
especifico. En explotaciones menores € ordefio se hace manualmente, con e empleo de
diferentes métodos de ordefio como son: "mano llend', "pellizco” y "pulgar”, siendo
recomendable & primer método, pero son pocos los ordefiadores que lo emplean ya que la
mayoria aplica una combinacion de los tres méodos mencionados (Avila y Gutiérrez

2004).

El persona que labora en la zona para ordefio, constituye uno de los elementos mas
importantes en e modelo de produccion, sin embargo, es poca la atencién que la
administracion de los establos pone en la seleccion y supervision de este persona (Avilay

Gutiérrez 2004).

3.1.2.1.4. Equipo de ordefio
Los sistemas para ordefio han evolucionado buscando reducir el nimero de trabajadores
destinados a manejo de las unidades en ordefio, mejorando la capacidad del equipo y las

condiciones sanitarias durante €l proceso de ordefio. Cuando e funcionamiento del equipo
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es ineficiente asi como las condiciones sanitarias con que se redlizan las actividades de
ordefio, la maquina ordefiadora puede tomar parte en la presentacion de mastitis a
transportar microorganismos, establecer estos y/o lesionar al pezdon (Avilay Gutiérrez

2004).

Los parametros de operacion del equipo de ordefio deben estar gjustados a los estandares
apropiados, y las unidades de ordefio deben ser usadas correctamente para prevenir la
irritacion de la punta del pezén o los dafios que puedan conducir a mastitis (Jaramillo

2007).

3.1.2.1.5. Otros Factores
El uso de selladores de bgja calidad (quimicos fuertes que pueden ser muy acidos, muy
causticos, detergentes muy agresivos), asi como productos gue tienen tendencia a remover
grasas de lapiel y dgjarla muy seca. Picaduras de insectos y exposicion ala humedad o €
calor (condiciones de mucho sol), también pueden provocar problemas en la piel y en la

punta del pezon, que llevardn a una inflamacion de la gldndula mamaria (Jaramillo 2007).

3.1.22. FACTORES GENETICOS

Es un hecho que algunas vacas presentan una mayor susceptibilidad a la mastitis que otras.
Los factores estructurales del canal del pezdn son importantes en la regulacion de la entrada
de microorganismos. Algunos autores afirman que si el tono de las estructuras anatdmicas
de la apertura del pezon es reducido, 10 que es un carécter heredable, la resistencia a la

entrada de los microorganismos serd menor. Se seleccionara genéticamente vacas con
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diametro pequefio del canal del pezon, lo que hara que la frecuencia de mastitis disminuya

(Mc Donad 1977).

Otros factores inhibidores de crecimiento bacteriano aumentan en la inflamacion; uno de
ellos es la lactoferring, proteina que compite con los microorganismos que requieren hierro

(Avilay Gutiérrez 2004).

También se encuentran factores inmunolégicos como linfocitos T y B, inmunoglobulinas,
leucocitos, neutrdfilos y polimorfo nucleares, elementos efectivos en algunas infecciones

por coliformes (Avilay Gutiérrez 2004).

3.1.23. FACTORESNUTRICIONALES

La aimentacidon actual de la vaca lechera esta destinada a mantener un alto nivel de
produccién; esto constituye un factor de tension fisioldgico que puede provocar mastitis
clinica en vacas con antecedentes de infecciones o mastitis subclinica (Avila 'y Qutiérrez

2004).



3.1.3. TIPOSDE MASTITIS

3.1.3.1. CLASIFICACION DE LA MASTITIS DE ACUERDO AL

ORIGEN

Segun (Vardla 2002), la mastitis se clasifica de la siguiente manera:

31311

31312

3.1.3.1.3.

3.13.14.

Mastitis contagiosa: Streptococcus agalactiag, Staphylococcus
aureus, Corynebacterium bovis, Mycoplasma spp.

Mastitis originada en la piel de los pezones: Saphylococcus no
aureus, S. hyicus S chromogenes y otros, Streptococcus no
agalactiae, S dysgalactiae, S bovis, S. uberis, entre otros.
Mastitis ambiental: Escherichia coli, Enterobacter spp,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella spp, Serratia spp,
Citrobacter freundii.

Mastitis iatrogénica: Asociada a uso inadecuado de canulas
intramamarias con la etiologia de Mohos o Levaduras de los

géneros. Candida, Cryptococcusy Trichosporum.

El aspecto cremoso de la secrecion |&ctea, el largo periodo de evolucion de la enfermedad, la

no respuesta clinica a antibidticos y € uso repetido de los mismos por via intramamaria son

factores que se deben tener en cuenta para sospechar de estos microorgani Smos.
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3.1.32. CLASIFICACION POR LA |INTENSIDAD DE LA

INFECCION

3.1.3.2.1. Mastitis Subclinica

Segun Pinzon (1989) la mastitis subclinica no es facilmente visible ni se puede detectar sin
ayuda de pruebas especiales. Cas todos los cuartos afectados se ven normales y la kche
tiene apariencia normal; pero segun Avilay Gutiérrez (2004) existe una disminucién en la

produccion de leche e incremento en el nimero de células sométicas.

La mastitis subclinica es considerada la més importante por diversas razones, como
menciona Pinzon (1989): Es de 15 a 40 veces mas comln que la mastitis clinica,
generalmente precede a la forma clinica, por lo tanto, s queremos controlar la forma
clinica, debemos empezar por controlar la subclinica, es de larga duracion, es dificil de
detectar, disminuye la produccion de leche, influye negativamente en la calidad de la leche,

provoca infeccion en otros animales del rebario.

3.1.3.2.2. Mastitis Clinica

Es aguella que se puede ver a simple vistay se caracteriza por anormalidades en la leche

tales como escamas o0 grumos. A nivel de la vaca enferma, € cuarto afectado puede estar

caliente, inflamado y sensible (Pinzén 1989).

La clasificacion de la mastitis clinica es:
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313221  Masdttis Moderadamente Aguda (MMA)
La infeccion tiene mas de 24 horas, la vaca preserta sus constantes fisiologicas y ubre
totalmente normales, pero en la leche se observa natillas o tolondrones que pueden ser
detectados al redlizar la prueba del tazén oscuro obligatoria antes de ordefiar a cada vaca.
Se reduce en un 30 % la produccion. La MMA se trata localmente por via intramamaria o
intrapezon, se desinfecta la abertura natural del pezdn y se aplican productos comerciales
para mastitis, es decir cada 12 horas, utilizando el mismo producto comercial con el mismo
principio activo por 3 ordefios consecutivos o de acuerdo lo requiera € caso, S este
tratamiento no es efectivo se debe cambiar a otro antibiético aplicandolo por 3 ordefios por
lo menos; a seguir el procedimiento mencionado se evitara resistencia a los antibidticos

aplicados (Carp 2006).

313222  Madtitis Severamente Aguda (MSA)
La infeccion tiene més de 72 horas. Las constantes fisioldgicas estdn normales; la leche
sale con més cantidad de tolondrones, se puede apreciar cierta inflamacion en la glandula,
lamisma que estdduray caiente. Se pierde el 40% de produccion (Cano 2006).
Segun Avila y Gutiérrez (2004), en esta forma de mastitis podran presentarse signos
sistémicos como septicemia, toxemia, fiebre, anorexia, depresién, movimientos ruminales

disminuidos, entre otros signos.

La MSA se tratard local y parenteral, con e mismo principio activo, cada 12 horas por un

lapso no menor a 3 dias, ya que esto provocaria resistencia; S se desea utilizar otro

antibidtico deberd ser uno que sea sinérgico, cuidando de no usar principios activos
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antagonicos que se inactiven o provoquen dafio; para lo cua es necesario tener un

conocimiento en farmacologia (Cano 2006).

3.13223. MagttisCronica (MC)
La infeccion tiene mas de 5 dias, toda la leche sale con tolondrones, la ubre esta
severamente inflamada, endurecida y caliente, la vaca tiene fiebre, taquicardia, atonia

ruminal, anorexia, etc., se pierde el 50% de produccion (Cano 2006).

LaMC también se tratara loca y parenteral, igual que la anterior con la diferencia de que al
estar mas tiempo infectada € tratamiento serd més prolongado, mas agresivo, la glandula
tardara mas en recuperarse y las perdidas econdmicas serdn mayores; ya que se considerala
leche que se dga de producir, la leche que se tira por la infeccion y por € tiempo del

tratamiento. Al utilizar € antibiético via parenteral la dosisinicial es generamente el doble
en comparacion a las dosis subsecuentes, € tratamiento dura aproximadamente 5 dias.

Antes de redlizar €l tratamiento local es necesario efectuar lavados intramamarios con
Soluciones Salinas Fisioldgicas (SSF) y antibidtico, acompafiadas de un masgje, el lavado
debe redizarse las veces que sea necesario hasta que la solucién salga sin tondrones o

exudados y posteriormente se iniciard con € tratamiento loca (Cano 2006).

Se readlizara un tratamiento sintomético, si € animal presenta fiebre, dolor e inflamacién
mediante la aplicacion de un antipirético, analgésico y anti inflamatorio; s presenta
anorexia se aplica por via ora una transfusion de liquido ruminal con sonda, microflora
comercid liofilizada o estimular € apetito con vitaminas, s esta deshidratado se aplicara

agua por via ora con sonda o se aplicardn sueros intravenosos, subcutdneos o
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intraperitoneales segun € porcentgje de deshidratacion; y asi aplicar € tratamiento segiin

sean los sintomas (Cano 2006).

3.13224. Magdtitis con glandula improductiva o glandula ciega
(M1)

La infeccion tiene en ocasiones semanas, la glandula se ve pequefia, esta flacida y fria, no
se obtiene leche sino exudados, las constantes fisiol dgicas estan normales debido a que la
fibrina aid6 esta glandula provocando una hipoxia 'y necrosis del parénquima con abscesos
y exudados; inclusive € parénquima se pude desprender (Cano 2006).
La Mastitis con glandula improductiva se trataigua que la crénica, € primer lavado se dara
con SSF y antisépticos para retirar los exudados, tejidos infectados o necrosados, después
se lavara con la Solucién Salina Fisioldgicay antibidtico pararetirar el desinfectante. Para
el tratamiento local se usaran jeringas antimastiticas para secado de tal manera que €
antibiético permanezca més tiempo y asi eliminar e foco de infeccién y savar la mayor

cantidad de tgjido glandular posible (Cano 2006).

3.1.4. PATOGENOS

Seguin (Pinzdn 1989), la mastitis es ocasionada por organi smos microscopi cos que penetran
la ubre a través del canal de los pezones. La penetracion puede ocurrir por multiplicacion,
movimiento mecanico, propulsion durante e ordefio o por una combinacién de factores.
Aproximadamente del 90 a 95% de |os casos son provocados por cuatro microorgani Smos.
Los cuales son: Saphylococcus aureus, Streptococcus uberis Streptococcus agalactiae,

Sreptococcus dysgal actiae.
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Segin Kirk (1984), los gérmenes més importantes de la inflamacion de la ubre son los
estreptococos, los estafilococos, los coliformes, Corynebacterium pyogenes, las
pseudomonas y levaduras. Los gérmenes menos frecuentes son los micoplasmas,
clostridios, klebsiellas, aerobacter, bacilo céreo, nocardias, hongos, etc. (Cuadro 3.1).

Cuadro 3.1. Fuentes mas comunes (de mayor a menor prevalencia) y formas de
diseminacion de las bacterias mas comunes productor as de mastitis.

Porcentaje fo e
Tipo de bacteria de todasaljas Causa Principales formas de
; ) primaria difusion
infecciones
Streptococcus agalactiae > 40% Ubre infectada  De cuarto a cuarto; vacaa
vaca durante el ordefio
Saphylococcus aureus 30 - 40% Ubreinfectada, De cuarto acuarto, vacaa
pezdn lesionado  vaca durante €l ordefio
Streptococcus ambiental” 5- 10% Cama, materia  Medio ambiente de la
fecal vaca
Coliformes’ <1% Materiafecal Medio ambiente de la
vaca

*Sreptococcus uberisy Streptococcus dysgalactiae “Eschirichiacoli, Enterobacter aerogenes Klebsiellia pneumoniae
Fuente: (ARA 2006).

3.1.4.1. Staphylococcus aureus
Esta permanentemente en el medio ambiente de la vacay su depdsito principal en las vacas
adultas lo constituyen las ubres 'y pezones afectados. Este organismo no progresa en la piel
de los pezones sanos, pero rapidamente forma colonias en los canales de los pezones,
especidmente s existe lesén cerca de las puntas de las mismas, lo cua facilita su
penetracion a interior de la ubre y la invasion de los tegjidos de la misma, ocasionando la
formacion de un tejido cicatrizal. Estetejido impide que los medicamentos penetren en los
lugares infectados, haciendo que e tratamiento en la lactancia sea a menudo ineficaz.

(Pinzon 1989). Staphylococcus aureus son patdgenos contagiosos y son transmitidos por
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los tejidos infectados durante el proceso de ordefio. Este patdégeno puede producir gangrena
y afectar otros tgjidos; sin embargo no puede sobrevivir grandes periodos en € medio

ambiente (Hogan et al. 1999).

Es un microorganismo esférico aproximadamente de 0.8 micrémetros de diametro, que en
frotis tefiido con la técnica de Gram aparece de color purpura (Gram positivo) y en racimos,
haciendo honor a su nombre en griego "staphylo” que quiere decir en racimo de uvas; no
son moviles, ni forman esporas, generalmente no capsulados aunque en ocasiones pueden

aparecer aidamientos con capsula (Avilay Gutiérrez 2004).

3.1.4.2. Streptococcus agalactiae
Es comun en muchos rebafios lecheros y se encuentra principalmente en ubres infectadas.
En rebafios infectados, €l organismo puede aidarse del aire, en e lugar donde duermen los
animales, en el equipo de ordefio, las manos del ordefiador u otros objetos, pero su
presencia en esos lugares es € resultado de la contaminacién con leche infectada; a no
haber infeccion en la ubre, el organismo desaparecera de todos estos lugares secundarios,

normalmente dentro de tres semanas (Pinzon 1989).

Este microorganismo es considerado un pardsito obligatorio, y €l Unico organismo
susceptible de ser erradicado de todo un rebafio lechero. EI microorganismo es muy
sensible al tratamiento de penicilina, incluso, durante la lactancia. Una excelente higiene, €l
buen mangjo del ordefio, e tratamiento de las infecciones conocidas durante la lactancia y
el tratamiento de rutina en las vacas secas erradican el organismo o lo mantiene a un nivel

muy bajo (Pinzon 1989).
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La infeccion de los animales sanos con este tipo de estreptococos suele producirse tras la

compra de animales enfermos (Kleinschroth et al. 1991).

3.1.4.3. Streptococcus dysgalactiae
La fuente principal son las ubres infectadas, amigdalas y lesiones en la piel (Pinzon 1989).
Streptococcus dysgal actiae puede ser contagiado de una vaca a otra durante el ordefio y las

vacas pueden también llegar a ser infectadas por €l medio ambiente (Hogan et al. 1999).

3.1.4.4. Streptococcus uberis
Se encuentran con mayor frecuenciaen la piel de laubrey de los pezones, dentro de éstas.
Es la causa mas importante de infecciones antes de la primera pariciéon y durante el periodo

de secado de la vaca (Pinzon 1989).

El Streptococcus uberis y Streptococcus dysgalactiae son responsables también por la
mayoria de las mastitis que se presentan ya sea al comienzo o al final del periodo de seca.
Ademas de estas dos especies de bacterias, existen muchos otros estreptococos ambientales
(Streptococcus bovis, Streptococcus fecalis que pueden causar mastitis (Adams y Moss

2005).

3.1.4.5. Coliformes
La incidencia de la infeccion es, generalmente poca, aunque pueden ocurrir brotes cuando

existen condiciones que aumentan la exposicion a las mismas. Los coliformes provienen
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ddl estiércol. Las vacas mas vigjas, produciendo leche libre de leucocitos, son susceptibles

a ser atacadas por este patdgeno (Pinzon 1989).

Las bacterias coliformes son habitantes normales del suelo e intestino de las vacas. Se
acumulan y multiplican en la materia fecal y en la cama. Los coliformes pueden causar
mastitis solamente s las particulas contaminadas del medio ambiente entran en contacto
con la ubre. Estos microorganismos no se adhieren alos conductosy a avéolo de la ubre,
en lugar se multiplican répidamente en la leche y producen toxinas que son absorbidas
dentro del torrente circulatorio; produciendo infecciones que conducen a mastitis clinicas
agudas. Latemperatura corporal de la vaca puede elevarse a 40°C y € cuarto infectado se
inflamard y se volvera sensible a tacto. Los mecanismos de defensa de la vaca pueden
eliminar las bacterias de la ubre, pero las toxinas permanecen y la vaca puede llegar a
morir. Las vacas libres de otras bacterias causantes de mastitis (Streptococcus agalactiae y
Saphylococcus aureus) parecen ser mas susceptibles a las bacterias coliformes (ARA

2006).

Son microorganismos facultativos a excepcion del género Klebsiella, moéviles; los géneros
Escherichia y Klebsiella usuamente capsulados, no esporulados, Gram negativos que

fermentan la lactosa (Pérez y Vézquez 1987).

Se reporta que del 80 ad 90% de infecciones intramamarias por coliformes se presentan
como una mastitis clinica ligeramente aguda, auto limitante y algunas veces como

severamente aguda (Avilay Gutiérrez 2004).
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3.1.4.5.1. Escherichiacoli
Escherichia coli se encuentra en cantidades abundantes en el estiércol de los animales. La
frecuencia de presentacién aumenta a inicio de la lactacion y disminuye conforme ésta

avanza (Rothbauer et al. 1988).

Los signos clinicos antes discutidos generalmente dan la informacion suficiente para hacer
un diagnostico preliminar, pero en ciertos casos clinicos ser necesario diferenciar con
infecciones causadas por microorganismos Gram positivos, mediante e cultivo

bacteriol égico de una muestra de leche (Avilay Gutiérrez 2004).

En la mastitis sobreaguda causada por Escherichia coli, la toxemia pude matar a una vaca
en 3 dias, si no se da un tratamiento a tiempo, han dado resultado los tratamientos a base de
sulfatrimetoprin y las quinolonas con el tratamiento sintomatico segin los signos (Pinzon

1989).

3.1.4.6. Pseudomonas
Generalmente aparece una infeccion persistente que puede estar caracterizada por
exacerbaciones agudas 0 sub-agudas intermitentes (Pinzon 1989). Segin Avilay Gutiérrez
(2004), se puede manifestar clinicamente en formas variadas como: severamente aguda,

suave o cronica

La exposicion extensa o tratamientos intramamarios se ha registrado como una causa de la
infeccion. Las pseudomonas a menudo emanan de fuentes de aguas contaminadas, de la
tierra o de las maguinas ordefiadoras que no han sido limpiadas debidamente (Pinzdn

1989).
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Es un bacilo delgado Gram negativo que se tifie con dificultad, de 0.3 micrémetros de
ancho por 13 de largo, con extremos redondeados y provistos de tres flagelos polares,

microorganismo que también es fitopatogeno (Kirk y Bartlett 1984).

Pseudomona aeruginosa no crece en medios aerébicos. Coagula la leche por las enzimas
que produce, hidrolizando lentamente la caseina y coagula €l suero hepatico. Elabora
enzimas proteoliticas, piosinosas de origen lipoide que hemolizan gldbulos rojos. Este
microorganismo tiene propiedad bacteriolitica por sus enzimas (piosinasa, afa
hidroxifenazina y una sustancia oleosa) y una proteina termoestable (Avila y Gutiérrez

2004).

Pseudomona aeruginosa ha sido aislada tanto de los animales infectados como del agua
utilizada para lavar € equipo de ordefio, considerdndose ésta la fuente de contaminacion.
La mastitis producida por P. aeruginosa, puede en ocasiones ser confundida con mastitis
gangrenosa por Staphylococcus aureus por los sintomas;, de ahi la importancia del
diagnéstico de laboratorio como confirmacion del diagnéstico clinico antes de instaurar

medidas terapéuticas y/o profilécticas ante un brote de mastitis (Las Heras et al. 2001).

3.1.4.7. Corynebacterium
Corynebacterium es un bacilo pequefio de forma cocobacilar, ocasionalmente pleomorfico
de 0.2 a 0.3 y 0.5 a 2 micrometros de largo, aerébico, que en € frotis se puede apreciar

individualmente o formando empalizadas, es Gram positivo. Es resistente cuando se
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encuentra en exudados y en material o equipo de trabgjo contaminado. Susceptible

generamente al iodo y penicilinas (Avilay Gutiérrez 2004).

Este patdgeno produce una mastitis caracteristica en vacas secas, se observa también en
vacas en lactancia. Produce una inflamacion que se caracteriza por la formacion de un

exudado purulento de olor fétido (Pinzén 1989).

La colonizacion de la glandula mamaria por Corynebacterium bovis o especies de
Saphylococcus no proveen un efecto bioldgico de proteccion contra las infecciones
intramamarias por microorganismos ambientales y menos contra coliformes (Avila y

Gutiérrez 2004).

El microorganismo puede ser transmitido por material o equipo contaminado de una
glandula mamaria enferma a otra durante la préctica de ordefio, por moscas portadoras del
microorganismo que coloniza a la glandula mamaria a nivel del conducto del pezdn o por

traumatismos en la misma glandula (Avilay Gutiérrez 2004).

3.1.4.8. Bacilluscereus

Es responsable en las glandulas mamarias de las vacas infectadas de presentacion de
cuadros clinicos de mastitis hemorrégicas y ocasiondmente gangrenosas. Es un
microorganismo aerdbico, formador de esporas, alargado con terminales redondeadas o

cuadradas, que se aprecia formando cadenas. En cultivo sobre gelosa sangre, las colonias

-21-



se aprecian vidriosas-glaseadas de color grisaceo-verdoso que producen hemdlisis (Avilay

Gutiérrez 2004).

3.1.5. DIAGNOSTICO

El diagnostico de Mastitis Bovina debe estar orientado a conocimiento de la prevalencia
de la enfermedad en e hato, tipo epidemiolégico de la enfermedad y la resistencia

bacteriana de los agentes involucrados (Marshall y Edmondson 2005).

Las pérdidas econdmicas en un hato se llegan a determinar por la disminucion de la
produccion, paralo cual es necesario identificar y corregir atiempo los puntos criticos que

favorecen ala difusién de la enfermedad (Marshall y Edmondson 2005).

Es importante establecer un esquema de monitoreo que permita controlar la enfermedad, es
decir llevar a cabo un manegjo adecuado de los animales, especialmente durante €l ordefio,
condiciones ambientales apropiadas, funcionamiento adecuado del equipo de ordefio, nivel

de preparacion de las personas encargadas del ordefio (Marshall y Edmondson 2005).

El plan de diagnostico integral de mastitis en un hato comprende un monitoreo permanente

con pruebas de campo, laboratorio y en tanque, entre las més utilizadas y comunes se

puede mencionar:
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3.1.5.1 Pruebas de Campo: Prueba de Madtitis California (CMT), prueba de
palpacion, prueba de Wisconsin, prueba con papel indicador, prueba de
fondo negro.

3.1.5.2 Pruebas de Laboratorio: Recuento de céulas somaticas (RCS), cultivos
microbiologicos, caracterizacion del microorganismo, pruebas de
sensibilidad antimicrobiana.

3.1.5.3 Pruebas en Tanque: Recuento de Células Somaticas del tanque (RCS-T).

3.1.6. PRUEBAS DE CAMPO

3.1.6.1. PALPACION DE LA UBRE

Lainspeccion de la ubre puede revelar engrosamientos o estrechamientos de algunos de los
cuartos, ateraciones de la piel y pezdn y lesiones trauméticas. Con la papacion de la ubre
y, sobre todo del pezdn se aprecian endurecimientos y zonas dolorosas. En la zona de
transicién de la cisterna mamaria al canal del pezdn pueden observarse estrechamientos
(aumento del grosor del epitelio) que originan trastornos en la emision de leche

(Kleinschroth et al. 1991).

Si hay una inflamacién aguda, e cuarto correspondiente aparece aumentado de tamafio, es
doloroso y muestra enrojecimiento con elevacion de la temperatura; 1o cua se debe
comprobar midiendo la temperatura, considerando temperatura elevada a partir de 39°C

(Kleinschroth et al. 1991).
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3.1.6.2. PAPEL INDICADOR

Con este papel se comprueban las modificaciones del pH de laleche. Segiin la gravedad de
la madtitis, € vaor del pH de la leche evoluciona de norma (6.6) a adcaino. El uso de
papel indicador se aconsega cuando las alteraciones son muy ostensibles, por 1o que, en la

actualidad, ha perdido significacion (Kleinschroth et al. 1991).

3.1.6.3. PRUEBA DE WISCONSIN (WMT)

Se aplica ampliamente para descartar las muestras de leche del rebafio con células
somaéticas. Los rebafios con una puntuaciéon baja entre 3 y 12, estdn en condiciones de
buena a regular, mientras que los rebafios con puntuaciones superiores a 12, requieren de

atencién inmediata (Pinzén 1989).

3.1.6.4. PRUEBA DE FONDO NEGRO

Segun Winterhalter (2005) los primeros chorros de leche son los que tienen mayor

contaminacion porgue es la leche que se encuentra en la cisterna del pezon por lo tanto

debe ser extraida. De esta manera se puede observar la presencia de grumos y alteracion

del color (Figura3.2).
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Figura 3.2. Prueba de fondo negro.

3.1.6.5. CALIFORNIA MASTITISTEST

Uno de los mejores caminos para detectar € indice de mastitis es e CMT - Cdifornia

Mastitis Test (Marshall y Edmondson 2005).

La prueba de CMT es una prueba de campo de fécil mango y buena sensibilidad que se
fundamenta en la capacidad que tiene el reactivo Lauril Sulfato de Sodio para reaccionar
con e DNA celular produciendo viscosidad directamente proporcional a nimero de células

sométicas presentes en la muestra de leche (Marshall y Edmordson 2005).

Una vez que la vaca esta lista para ser ordeflada con pezones limpios y secos, se escurren
los 3 6 4 primeros chorros de leche de cada pezdn en los compartimentos de la bandgja
apropiada. Se inclina la bandgja en un angulo de 60° para igualar & cantidad de leche en

cada uno (deben quedar entre 2 'y 4ml de leche). Se agrega una cantidad igual de reactivoy
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se inicia un proceso suave de agitacion por rotacion durante 15 a 20 segundos. Se lee e
interpreta la prueba de inmediato (Cuadro 3.2).

Cuadro 3.2. Interpretacion de losresultados de la pruebade CMT

Gradode CMT | Rango de Células Sométicas | Interpretacion
N (Negativo) 0 — 200,000 Cuarto Sano
T (Trazas) 200,000 — 400,000 Mastitis Subclinica
1 400,000 - 1,200,000 Mastitis Subclinica
2 1,200,000 - 5,000,000 Infeccion Seria
3 Mas de 5,000,000 Infeccion Seria

Fuente: Mellenberger 2000.

La interpretacion de la prueba de CMT es analizada de la siguiente forma de acuerdo al
grado de mastitis que presentaz. NEGATIVO: No lay precipitado por lo tanto no hay
infeccion. TRAZAS: Ligera precipitacion que desaparece a agitar, en este caso es
necesario comparar una mama con la otra; S presentan algo de precipitacion no se
considera infeccion. Si solamente una mama presenta infeccion se considera infectada.
TIPO 1. Existe una ligera agitacion con algunos filamentos grumosos, al mover la paeta
por unos 20 segundos los grumos tienden a desaparecer. No existe la formacion de gel.
TIPO 2: Formacion de gel apariencia de una clara de huevo. TIPO 3. Formacion de gel

rapido, no pierde laforma a pesar de la agitacion.

El CMT mide en forma indirecta e nimero de células sométicas / ml. Normamente la
leche de una glandula mamaria sana tiene menos de 100.000 cel/ml. donde &l 80% de las

células son macrofagos y € 20% o menos corresponden a Neutrofilos (Mellenberger 2000).

Cuando hay inflamacién originada en un proceso infeccioso e nimero de céulas

somaticas aumenta por incremento de los Neutréfilos que acuden a cumplir su accion
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fagocitica en € sitio de la infeccion llegando a representar hasta el 90% del recuento de
células somaticas (Mellenberger 2000).

En la literatura no hay coincidencia sobre € nimero de células a partir del cua se
considera que una glandula mamaria esta afectada de mastitis, pero en términos generales
recuentos superiores a 500.000 cel/ml. con méas del 50% de Neutrdéfilos se deben considerar
como cuadros de mastitis. NUmero que se vera incrementado hasta varios millones segin

laintensidad y extension de ka lesion (Mellenberger 2000).

El CMT es una prueba que tiene una ata sensibilidad pero presenta algunas deficiencias en
especificidad, dando falsos positivos durante la primera semana después del parto; y en
vacas que tienen mas de 7 meses de produccion y varios partos. En estos casos € grado de

viscosidad es similar en los 4 pezones (Méellenberger 2000).

3.1.7. BUENASPRACTICASDE ORDENO

Las Buenas Practicas Pecuarias (BPP) son una guia para la implementacion de las normas
minimas necesarias que deben ser aplicadas en los hatos lecheros en Ecuador, para
minimizar los riesgos de contaminacién de la leche por agentes quimicos, fisicos y
microbiolégicos, asi como minimizar € impacto ambiental que genera la produccion de
leche, maximizar el bienestar laboral de bs trabagadores y maximizar las condiciones de

bienestar de los bovinos que son explotados para la produccién de leche (Correa 2005).
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Seguin Winterhalter (2005), la rutina de ordefio es simplemente la sucesion de pasos que se
deben realizar para lograr obtener en forma rapida y eficiente la mayor cantidad de leche

posibley con lamejor calidad sin afectar 1a ubre de la vaca.

El ordefio es @ acto de colectar leche de una ubre de una vaca luego de estimularla
adecuadamente y de esta manera se convierte en la actividad mas importante de la

ganaderia de leche (Diaz 2006).

El Bienestar Animal aplicando las Buenas Practicas Operacionales permitird no estresar los
animales. Hay tres componentes importantes a tener en cuenta en la correcta rutina de

ordefio (Winterhalter 2005):

El acto de ordefio debe ser rapido, ya que € mecanismo hormonal que lo regula es

muy corto, y la liberacion de oxitocina dura unos 5 minutos.

Obtener la mayor cantidad de leche con la mejor calidad, es decir que no el 100%
de la leche debe ser extraida, siempre queda un porcentaje minimo de leche que es la
leche residual. Es norma que asi suceda, esta leche no causa ningun tipo de trastorno,

ni mastitis como se piensa habitualmente.

Se debe cuidar laubreen & ordefio afin de no causar dafio que puedan perjudicar la
futura producciéon. Hay que recordar que es un tejido vivo que estard en contacto con

laméguinay un mal manegjo puede ser la via de entrada de enfermedades.
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3.1.7.1. ACTIVIDADESPRE-ORDERNO

El ordefio no comienza en la sala misma. ES muy importante la forma de arrear los
animales hacia la sala, y se deben cuidar todos los aspectos en el corral de espera
El arreo debe producirse en forma tranquila y pausada, ya que es € primer estimulo del
animal antes del ordefio. Se deben evitar todos los movimientos bruscos, las corridas, los
ruidos extranos, corridas de perros a fin de que & animal llegue a la sala de ordefio en
forma camaday sin estrés. Una vez llegada a corra de espera debe continuar € buen trato

y los animales deben entra ala sala por s mismos sin golpes ni palos (Winterhalter 2005).

Los operarios deberan estar en perfectas condiciones higiénicas y de salud para llevar a
cabo € ordefio y equipado del uniforme apropiado y limpio. Las ufias de las manos deben

ser cortasy en perfecto estado de higiene (Correa 2005).

3.1.7.2. RUTINA EN LA SALA DE ORDENO

La rutina de ordefio es una serie de procedimientos que permiten obtener leche de calidad

bajo ciertos parametros técnicos y de higiene. Entre ellos:

3.1.7.2.1. Lavado de pezones
El primer paso una vez ingresado €l animal a su lugar de ordefio es € lavado de los
pezones, se debe tener cuidado a momento de lavar 1os pezones ya que s se realiza un

lavado de toda la ubre estariamos pasando todas las bacterias y la suciedad de la ubre hacia
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los pezones, con la facilidad que puedan penetrar por la pezoneras. Este lavado actia como

estimulo paralaliberacion de oxitocina (Winterhalter 2005).

3.1.7.2.2. Secado de pezones
Las exigencias de leche de calidad son mayores y con el secado de pezones se evita la
contaminacién de la leche, utilizando para ello una toadla por vaca para evitar la

diseminacion de la enfermedad (Winterhalter 2005).

3.1.7.2.3. Extraccion de los primeros chorros en vaso de fondo negro
Los primeros chorros de leche son los que tienen mayor contaminacién porque es la leche
gue se encuentra en la cisterna del pezon por lo tanto debe ser extraida en un balde de
fondo negro ya que de esta manera se pueden detectar los signos de mastitis, observando la

presencia de grumosy alteracion en e color (Winterhalter 2005).

3.1.7.3. ORDENO

El ordefio se lo puede realizar de tres maneras. la primeray natural es € ordefio que hace €

ternero al momento de lactar, e segundo es e ordefio manua en balde y e tercero es el

ordefio mecanico (Figura 3.3).
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Paor el ternero

En forma manual

En forma mecanica

Fuente Diaz 2006.

Figura 3.3. Diferentestipos de or defio.

3.1.7.3.1. ORDENO MANUAL

Segun (Diaz 2006) existen dos formas de ordefio manua: Ordefio de mano llena y
Pellizco. En el primer caso en el ordefio se utilizan los cinco dedos de mano, mientras que

en el segundo se utiliza dos o tres dedos de la mano especiamente cuando |0s pezones son

pequeiios (Figura 3.4).
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Fuente: Diaz 2006.

Figura 3.4. Ordefio manual con mano llena.
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En e ordefio manual es mas probable el contagio de la enfermedad debido a que existe una
sola persona encargada del ordefio y generamente no toma las medidas adecuadas a

momento de la extraccion de la leche perjudicando su higiene y calidad.

3.1.7.3.2. ORDENO MECANICO

Un ordefio mecanico demanda varias normas estrictas de limpieza y desinfeccion en sus

equipos, de igual manera una adecuada utilizacion de los implementos, asi:

3.1.7.3.2.1. Colocacion de pezoneras

La colocacion de las pezoneras debe ser inmediatamente después de |os pasos anteriores,
una vez lavados los pezones, se extraen los primeros chorros en fondo negro y se colocan
inmediatamente las pezoneras (Winterhalter 2005).

Colocar primero las posteriores y luego las anteriores. Cuando se colocan las pezoneras
hay que observar que éstas queden correctamente col ocadas, ya que cualguier problemaen
su colocacion puede traer trastornos de mastitis.

Evitar €l dedlizamiento hacia abajo con entrada de aire o trepado de las mismas, evita

traumatismos en e pezon que terminan en mastitis (Winterhalter 2005).

3.1.7.3.2.2. Retiro de las pezoner as

Para retirar las pezoneras primero se debe cortar € vacio, para evitar fluctuaciones.
Debe realizarse cuando €l pasaje de leche deja de pasar por € colector y es en un momento

determinado, para que no se produzca sobre ordefio (Winterhalter 2005).
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El sobre ordefio se produce por € accionar de la maquina sobre un pezon sin leche. La
lesidn se puede producir en el esfinter del pezon o sobre la mucosa de la cisterna, pero en

definitiva es una agresion que da origen ala mastitis (Winterhalter 2005).

El apoyo sobre el colector es una practica muy frecuente que se realiza entendiendo que en
los Ultimos chorros de leche se encuentra mayor porcentaje de grasa, pero esos Ultimos
chorros corresponden a la leche residual, que no debe ser extraida de la ubre hasta el

préximo ordefio (Winterhalter 2005).

3.1.7.3.2.3. Sellado de pezones
Después de cada ordefio deben desinfectarse |os pezones con un sellador en base a yodo.
La desinfeccion cumple dos funciones: Accion desinfectante matando las bacterias que
pudieran quedar en la piel del pezon o en e esfinter y Accion humectante para la piel que

la dgja elastica sin formacion de grietas.

El sellador es utilizado debido a que €l esfinter del pezon permanece abierto durante unos
20 minutos después del ordefio y de esta forma sellamos tanto la cisterna como € mismo.

En & sellado hay que mojar todo e pezdn para desinfectar bien la piel (Figura 3.5).
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Fuente: Diaz 2006.

Figura 3.5. Sellado del pezon después del ordefio.
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3.1.7.3.2.4. Higiene del equipo deordeio

La correcta higiene del equipo de ordefio (méaquina, tanque y utensilios) es fundamental
para asegurar la calidad de la leche. El aumento de la carga bacteriana se debe en un 95% a
la higiene de los equipos. La ordefiadora debe estar siempre limpia 'y regulada (Figura

3.6).
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Fuente: Diaz 2006.

Figura 3.6. Limpieza de tanques.

3.1.7.4. MEDIDASDE CONTROL

Entre las medidas de control se puede mencionar: adecuada rutina de ordefio, diagndstico
precoz con la prueba del fondo negro, sellado de pezon, tratamiento de los casos clinicos,
funcionamiento de la maquina de ordefio, chequeo diario por € ordefiador, un chequeo
sistemético una vez al afio, tratamiento de vacas secas, € tratamiento con antibidtico tiene
un doble efecto, cura las posibles mastitis subclinicas con que la vaca se pudiera haber
secado, protege a la gléandula de posibles mastitis durante el periodo seco, venta de vacas
con madtitis crénica, evita contagio cuando se trata de Saphylococcus aureus, control

periddico de la evolucion de las subclinicas CMT, registrar las vacas que estdn enfermas,
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que cuarto y S repiten madtitis, toda vaca que en una lactancia tenga mas de 3 magtitis

debe ser rechazada para evitar la difusion en e rodeo.

3.1.8. ANTIMASTITICOS

Etimol 6gicamente el término antiséptico proviene de anti=contra 'y sepsis = putrefaccion.
Los antisépticos son agentes quimicos que al aplicarse tépicamente sobre € tgido vivo,
podran evitar la reproduccion de los microorganismos existentes, afectar e metabolismo de

éstos 0 matarlos y entonces se dice que la accidn es germicida (Avilay Gutiérrez 2004).

Neave et al. (1969) y Pankey et al. (1984), reportan que después del ordefio lainmersion de
los pezones en antisépticos representa una practica importante en € control de mastitis. Los
antimastiticos comunmente disponibles para el ganadero son en la mayoria de los casos
eficaces contra Sreptococcusy Staphylococcus pero poca accion tienen contra coliformes.
Cuando nos enfrentamos a un problema de mastitis de origen ambiental, es necesario
atender las condiciones sanitarias de los alojamientos de las vacas, las précticas de mangjo
para preparacion del ganado al ordefio, higiene del equipo para ordefio mecanico, asi como

de toda actividad relacionada a ordefio.

El Consgo Nacional para Magtitis de Estados Unidos de Norte América (NAC.), en su
publicacion C11636, menciona que mas del 50% de las nuevas infecciones podran ser
prevenidas con € empleo de un buen antimastitico inmediatamente después de cada ordefio

de la vaca. También sefidla que esta préctica requiere tiempo para mostrar su beneficio.
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Usar antimastiticos que carecen de control de calidad, podran resultar en dafios severos a
los pezones y en pérdidas cuantiosas en la produccién de leche. Emplear en forma
constante el antiséptico eficaz para pezones, es solamente una de las précticas de mangjo

requeridas para controlar la mastitis en €l hato (Avilay Gutiérrez 2004).

El Consglo Nacional para Mastitis mencionado por Avilay Gutiérrez (2004), cita ciertas

alternativas para probar |os antimastiticos:

Pruebas estandarizadas para evaluar la actividad germicida del antiséptico en pezones
afectados de las glandulas mamarias bajo condiciones de laboratorio.

Pruebas dirigidas a evaluar € antimastitico bajo condiciones experimentales en vacas
donde se aplican a pezdbn microorganismos tradicionamente considerados como
patdgenos para la glandula mamariay se reta el antiséptico determinando su eficacia.
Prueba desarrollada en ganado explotado bajo condiciones comerciales y en la que se
evalla la habilidad del antimastitico para prevenir nuevas infecciones bajo condiciones
naturales.

3.1.8.1. INGREDIENTESACTIVOS

Es importante conocer la distribucién del ingrediente activo, usado en los antimastiticos, en

la ubre; ya sea aplicado por via Parenteral o Intramamaria (Cuadro 3.3).
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Cuadro 3.3. Distribucion de I ngredientes Activos de los Antibi6ticos.

Buena Distribucion

Distribucién Limitada

Distribuciéon Pobre

Parenteral (Intramamaria| Parenteral |[ntramamaria| Parenteral |Intramamaria
Eritromicina |Eritromicina |SulfametazingPenicilina Cefalexina Estreptomicina
Tilosina Tilosina Penicilina  [Cloxacilina  |Cetiofur Neomicina
Espiramicina |Espiramicina |[Ampicilina |Oxacilina Cefoperazona |Apramicina
Lincomicina |Lincomicina |Amoxacilina [Cefaotina Estreptomicina [Kanamicina
Pirlimicina  |Pirlimicina |Cloxacilina |Cefacetrila ~ [Neomicina Amikacina
Florofenicol |Florofenicol |Meticilina  |Cepacetril Apramicina Gentamicina
Trimetropin  [Trimetropin  |Cefaotina  [Cefuroxime |Kanamicina  [Tobramicina
OxitetraxiclingPenetamato  |Cefapirina  |Cetiofur Amikacin Espectinomicing
Enrofloxacina|Ampicilina  |Cefuroxime |Cefaperasona [Gentamicina  [Aminosidina
Penetamato  [Moxacilina Oxitetraciclina|Polimixina Polimixina

Novobiocina Vancomicina |Colistina
Enrofloxacina Rifaximina

Fuente: Zia 1987.

3.2. LABORATORIO

3.21. TOMA DE MUESTRA DE LECHE

Para realizar un examen bacterioldgico concluyente es necesario obtener muestras de leche

por ordefio separado de los cuarterones, adoptando las méximas medidas higiénicas. Es

preciso gque no existan gérmenes en las proximidades del animal que puedan llegar a la

leche extraida. Si no es asi, |os gérmenes de la suciedad ambiental dificultaran el andlisisy

su resultado (Kleinschroth et al. 1991).
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L a técnica de muestreo debe basarse en |os siguientes puntos:

Segln Hogan et al. (1999) se debe etiquetar |os tubos para €l muestreo (fecha, hacienda,
vaca, cuarto afectado). Para Vet-Uy laboratorio (2004), la muestra debe estar
acompafiada de una historia del caso, con datos clinicos, anatomopatoldgicos,
epidemiologicos (nUmero de animales expuestos, numero de afectados en e
establecimiento y en e lote donde se presentd € caso), indicar tratamientos y
vacunaciones efectuadas, otras enfermedades que se hayan observado en los dias
precedentes, duracion del brotey el diagnostico presuntivo.

Eliminar la suciedad de la gldndula mamaria y de los pezones, mediante un lavado y
secado, antes de proceder a la coleccion de la muestra (Hogan et al. 1999).

Despunte, eliminar unos pocos chorros de leche de |os pezones, y observar |os signos en
laleche y en la glandula de una posible mastitis clinica (Hogan et al. 1999).

Presellar todos los cuartos con un producto efectivo, manteniéndolo en contacto por 30
segundos (Hogan et al. 1999).

Secar 1os pezones completamente con toallas individuales (Hogan et al. 1999).

Usar algodén con el 70% de alcohol, eliminando el exceso; limpiar los pezones,
iniciando por e pezdn més degado. No se debe usar e mismo agodon para més de un
pezén. Cuidar los pezones desinfectados de posible contaminacion en patas, cola,
estiércol, etc. (Hogan et al. 1999).

Para tomar |la muestra se debe iniciar por € pezdén mas cercano, destapar el tubo de
ensayo y cuidadosamente sostener la tapa con la boca hacia abagjo, colocar € tubo a 45°

para la recoleccion de la muestra. Recomendaciones: No debe tocar € tubo el pezén,
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llenar € tubo de 2 —3 ml con un maximo de 5 ml (1-3 chorros). No llenar e tubo més
de las % La muestra se puede tomar Unicamente del cuarto afectado y evitar
contaminaciones. Menciona Vet-Uy laboratorio (2004) que se puede utilizar también
recipientes de vidrio de boca ancha, limpios y enjuagados con agua destilada, secados
en estufa y estériles. Hogan et al. (1999). Procurarse no tocar e tapon inferior ni
tampoco el borde del tubo con € fin de evitar posibles contaminaciones y cerrando los
tubos inmediatamente después de tomada la muestra (Kleinschroth et al. 1991).

Sellar los pezones luego de tomar la muestra s la vaca ya ha sido ordefiada (Hogan et
al. 1999).

Las muestras recolectadas requieren inmediata refrigeracion o colocacion en hielo

(Hogan et al. 1999).

3.22. MEDIOSDE CULTIVO

El cultivo se hace en e medio adecuado y con la temperatura idonea, por 1o que los

gérmenes presentes en la leche se multiplican a las pocas horas en una proporcion que llega

alas 100.000 Las diversas bacterias muestran un crecimiento distinto por 1o que pueden

diferenciarse entre si por su formay color (Kleinschroth et al. 1991).

Existen medios tanto generales como especificos utilizados para e crecimiento e

identificacion de los microorganismos, en este caso en particular las bacterias. Si bien es

cierto cada fabricante presenta en e producto sus recomendaciones que hay que tomarlas
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en cuenta, hay que considerar una preparacion de medios de referencia que sigue cada

laboratorio (Va 2007).

De acuerdo a Mateos (2004) los medios se clasifican en:
Bésicos: Disefiados para el crecimiento de bacteriasy el mantenimiento de poblaciones,
los méas comunes son: Agar tripticasa soya, Agar nutritivo, Agar Mueller-Hinton.
Enriquecidos. Contienen el medio basico a cua se le ha agregado algin suplemento
nutritivo, por ejemplo sangre o hemoglobina; la adicion de estas sustancias los hace
altamente nutritivos.
Selectivos. Seleccionan las bacterias que solo se desarrollan en presencia de
compuestos agregados al medio de cultivo. Se usan para cultivar microorganismos
especiaes como mycobacterias, hongos etc.
Selectivos diferenciales. A este tipo de medios se adicionan reactivos o sustarcias
quimicas a los medios de cultivo permitiendo la diferenciacion de los distintos tipos de
bacterias y la seleccion de determinados géneros o especies.
M edios diferenciales: (Pruebas Bioguimicas) Nos ayudan a clasificar las bacterias en
géneros y especies seguin su comportamiento frente a los azlcares, urea, utilizacion de

carbono, movilidad y otras reacciones bioquimicas especificas de cada microorganismo.

3.2.2.1. MEDIOSENRIQUECIDOS

Para que las bacterias crezcan adecuadamente en un medio de cultivo artificia debe reunir
una serie de condiciones como son: temperatura, grado de humedad y presion de oxigeno

adecuada, asi como un grado correcto de acidez o alcalinidad. Un medio de cultivo debe
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contener los nutrientes y factores de crecimiento necesarios y debe estar exento de todo

microorganismo contaminante (Va 2007).

En los diferentes medios de cultivo se encuentran numerosos materiales de enriquecimiento
como hidratos de carbono, suero, sangre completa, bilis, etc. Los hidratos de Carbono se
adicionan por dos motivos fundamentales: para incrementar €l valor nutritivo del medio y
para detectar reacciones de fermentacion de los microorganismos que ayuden a

identificarlos (Val 2007).

Dentro de los medios generales para tratar 10s patdgenos que causan la maditis los més
comunes usados en la identificacion incluyen: agar sangre, agar sangre con hemolysin y

blood-esculin agar (Hogan et al. 1999).
3.2.21.1. Agar Sangre

En la preparacion comercia del medio es viable la sangre de oveja 0 en su lugar sangre de
vaca controlando las colonias de Streptococcus agalactiae y Staphylococcus aureus que
producen zonas de hemadlisis en estos medios (Hogan et al. 1999). El suero y la sangre

completa se afladen para promover el crecimiento de los microorganismos menos

resistentes (Va 2007).

La preparacion de agar sangre segun “El Instituto Nacional de Higiene y Medicina Tropical
“Leopoldo Inquieta Pérez” (2003): Pesar el agar Columbia arazon de 39g. por litro de agua
destilada. Calentar la suspension hasta que la solucién llegue a la ebullicion para permitir

una disolucion completa. Esterilizar a 121°C durante 15°. Precalentar € bafio Maria a
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50°C. Retirar el medio del autoclave y colocarlo a bafio Maria. Sacar la sangre del
refrigerador para que tome la temperatura ambiente. Colocar la sangre en e medio
agitando suavemente para permitir que se distribuya uniformemente y repartir en cgjas

Petri.

3.2.2.1.2. Infusién De Cerebro Corazén

Es un medio liquido para € cultivo de bacterias, a continuacion su preparacion (BBL

1974). Disolver 37 gr. del material deshidratado en un 1 litro de agua destilada.  Para
cultivos en sangre se recomienda afladir de 0.5 a 1.0 agar por litro de medio prehidratado y
gue el medio hierve por 1 minuto. Distribuir y esterilizar en autoclave a 121AC, (15lb. de
presion de vapor), durante 15 a 20 minutos. Para mejores resultados usar € mismo dia de

su preparacion, de lo contrario calentar por unos minutosy dejar enfriar antes de usar.

3.2.2.2. MEDIOSBASICOS

3.2.2.2.1. Agar Mueller Hinton

El agar Mueller Hilton es un agar especia con los nutrientes necesarios para €l crecimiento

de las bacterias y disefiado para lafacil e igual propagacién de los antibidticos. Se usa para

antibiograma porque es un medio donde antimicrobianos se difunden muy bien (Benson et

al. 1994).
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La preparacion de agar Mueller Hinton, segin “El Ingtituto Nacional de Higiene y
Medicina Tropical “Leopoldo Inquieta Pérez” (2003), es el siguiente: Disolver 35 g de
Agar Mudler Hinton en 1 litro de agua destilada. Llevar a ebullicion hasta disolucién
completa. Esterilizar en autoclave durante 15" a 120°C. Esperar a que € medio alcance

unatemperatura de 60°C aproximadamente. Distribuir en cgjas Petri.

3.2.2.3. MEDIOSSELECTIVOS

Cada espécimen se manga individuamente y la seleccion del medio depende de la
naturaleza del espécimen. ES conveniente inocular un medio para usos generales para
asegurar € descubrimiento de microorganismos, por gjemplo: las placas de agar sangre,
base de agar de soya Trypticase con 5 a 10% de sangre de cordero desfibrinada, estéril,
promueven un excelente crecimiento de los estafilococos y apoyan e crecimiento de una
amplia variedad de microorganismos dificiles que pueden también estar presentes (BBL
1974).

El diagndstico se asegura con medios selectivos de cultivo, en los que crece
preferentemente una bacteria determinada.  Junto a esto, €l examen microscépico confirma

el tipo de bacteriaresponsable (Kleinschroth et al. 1991).

Pruebas Especificas para Streptococcus (Hogan et al. 1999)
0 Reaccion CAMP

0 S aureus beta- hemoalitico
0 Fermentacion de carbohidratos.

o Otros
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Pruebas Especificas para Staphylococcus(Hogan et al. 1999)
0 Pruebade Coagulasa

Pruebas Especificas para Patdgenos Gram Negativos (Hogan et al. 1999)
0 Agar MacConkey
o TSI (Triple Sugar Iron)

Citrato de Simmons

o

o Matilidad

3.2.2.3.1. Agar MacConkey
Se emplea en la investigacion de organismos coliformes, y también se puede usar para €l
aislamiento de Vibrio comma de las especies patdgenas de bacilos entéricos. La inhibicion
de los organismos Grampositivos se obtiene mediante |la mezcla de sales biliares (BBL

1974).

Preparacion (BBL 1974): Suspender 50 g. del medio en un litro de agua destilada. Mezclar
hasta obtener una suspension uniforme. Calentar suavemente agitando frecuentemente y se
hierve durante 1minuto. Esterilizar en autoclave a 121°C (15lb de presion), durante 15

minutos.

El medio fundido se enfria a 45°C, se coloca en cgjas Petri con 20 ml aproximadamente en

cada una, se deja solidificar las cajas destapadas parcialmente.
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3.2.2.4. MEDIOSDIFERENCIALES

3.2.24.1. Agar Citrato De SSmmons
El agar de citrato de Simmons se usa para diferenciar las bacterias entéricas Gram-

negativas, basandose en la utilizacion de citrato. Se recomierda para la diferenciacion de

coliformes aislados del agua (BBL 1974).

Para la preparacion (BBL 1974): Se suspenden 24.2 g. del polvo en un litro de agua
destilada. Dear remojar durante 5 a 10 minutos. Se mezcla bien y se calienta suavemente
agitando frecuentemente hasta que € medio hierva hasta 1 minuto. Distribuir en tubos y
auto clavar a 121°C (15lb de presion), durante 15 minutos. Dejar enfriar en posicion
inclinada.  Inocular estriando la superficie y puncionar el fondo; los cultivos deben

incubarse durante 4 dias de 35 a 37°C.

3.224.2. Ureasa
Se emplea para la identificacion de bacterias con capacidad para utilizar la urea y se
recomienda particularmente para diferenciar los miembros del género Proteus de la

Salmonella y Shigella en €l diagndstico de enfermedades entéricas (BBL 1974).

Preparacion (BBL 1974): Usar 3.87 g. para cada 100 ml de agua destilada, sin caentar.
Disolver € polvo y pasar por un filtro bacteriolgico estéril de Seitz o de bujia; o de lo
contrario colocar en autoclave los tubos cerrados no de forma hermética, durante 7 a 10

minutos a 5 |b de presién o a 8 Ib. durante 20 minutos. Distribuir en porciones de 0.5 a 2
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ml en tubos pequefios estériles. Se puede emplear en cantidades mayores pero €l efecto

disminuye.

3.224.3. MedioSim
Este medio se emplea para la determinacion de la produccion de sulfuros, formacion de
indol y movilidad de los bacilos entéricos. Su preparacion (BBL 1974): Suspender 30 g.
del material seco en 1 litro de agua destilada. Mezclar bien y cuando se obtenga la
suspension uniforme, caliente agitando frecuentemente y hierva durante 1 minuto.
Distribuir y esterilizar en autoclave a 121°C, (15lb. de presién de vapor), durante 15
minutos. Repartir en tubos de ensayo |lenos hasta la mitad, inocular con aguja por puncién

en el centro hasta la mitad de su profundad. Incubar durante 18 a 24 horas 0 mas.

3.2.2.4.4. Coagulasa
Para la prueba de coagulasa se utiliza € plasma de congo o humano. Siguiendo €
protocolo del Instituto Nacional de Higiene y Medicina Tropical “Leopoldo |zquieta Pérez”
(2003), el plasma de conejo se obtiene de la centrifugacion de la sangre de congjo a 2000
RPM por un periodo de 10 minutos. A continuacién se retira el plasma (sobrenadante) y se

coloca en tubos estériles a razon de 2 a 3ml por tubo, para su corgelacion.

3.2.245. Catalasa
Para la prueba de catalasa se emplea € Perdxido de Hidrogeno (H.0,) a 3%, esta
concentracion se la consigue comercialmente, caso contrario se realizan las diluciones

respectivas hasta obtener éste porcentgje.
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3.2.24.6. Lia(Lisnalron Agar)
Suspender 23 g. del medio en un litro de agua purificada. Calentar con agitacion suave
hasta su completa disolucién y hervir durante un minuto. Dispensar en tubos de vidrio,
tapar y esterilizar en autoclave a 121°C (15 Ib. de presion) durante 15 minutos. Dejar

enfriar en posicion inclinada (Cortés 2001).

3.2.3. COLORANTES

3.2.3.1. Violeta De Genciana
Segun € Ingtituto Nacional de Higiene y Medicina Tropical “Leopoldo Izquieta Pérez”
(2003), serequiere de: 1 g. de Cristal violeta, 10 ml. de alcohol de 95% y 90 ml. de
solucion acuosa de acido fénico al 2%. La preparacion del colorante Violeta de Genciana
se realiza: Colocar en un mortero cristal violetay triturar junto con € acohol de 95%; una
vez disuelto e colorante agregar 90 ml. de solucion de &cido fénico. Dejar macerado por

24 horas, filtrar y colocar en un frasco oscuro.
3.2.3.2. Lugol

Para la preparacion de lugol se requiere de: 1 g de yodo metdlico y 2 g de yoduro de potasio
para 300 ml. de agua destilada. Se coloca el yodo metalico y e yoduro de potasio en un
mortero y se tritura, posteriormente se adiciona poco a poco €l agua destilada. Envasar en
un frasco oscuro (Ingtituto Nacional de Higiene y Medicina Tropical “Leopoldo Izquieta

Pérez’ 2003).
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3.2.3.3. Alcohol Acetona

Para la preparacion de alcohol acetona se mezcla 75ml de alcohol a 95% con 25 ml. de
Acetona. Se envasa en un frasco de vidrio y esta listo para utilizar (Instituto Nacional de

Higieney Medicina Tropical “Leopoldo Izquieta Pérez” 2003).

3.2.3.4. Fushina

Para la composicion del colorante, se necesita: 1 g. de Fushina basica, 5 g. de acido fénico
y 10 ml de acohol etilico 96°. En la preparacion se mezcla en un mortero hasta conseguir
un homogeneizado completo; una vez ligado se afade lentamente agua destilada hasta 90

ml. (Instituto Nacional de Higierey Medicina Tropical “Leopoldo |zquieta Pérez” 2003).

3.24. AISLAMIENTO DE MUESTRAS

Segun Cotrino (2006) la mayor limitante que se tiene para €l aislamiento del agente causal
de mastitis y su correcta correlacion con el caso clinico es la deficiente calidad higiénicacon
la que se toma la muestra en € hato. Si no se toman las medidas de limpieza y desinfeccion
de los pezones, 0 no se usa material estéril paralatoma de la muestrao si se contamina con
las manos o e ambiente, las muestras presentaran contaminacion con microorgani Smos que
se multiplicaran muy rapidamente enmascarando a los verdaderos responsables de la

infeccion.
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Dos criterios para considerar que la muestra es adecuada para € diagnostico son: Recuento
de Céulas por e método microscopico y diferentes clases de colonias que aparezcan en €l

cultivo (Cotrino 2006).

Todas las bacterias causantes de mastitis se multiplican bien en Agar Sangre convirtiéndose
en e medio basico para €l proceso de aisamiento del agente etiolégico. Con € fin de
aumentar las posibilidades de éxito del aislamiento y aprovechando las propiedades de la
leche como medio de cultivo, las muestras pueden ser preincubadas a 37° C durante 6 a 8
horas y posteriormente sembrar en Agar Sangre. Al aparecer colonias distintas en todos los
aspectos a la mayoria de colonias presentes, la muestra se declara como contaminaday no se

procesa ninguna bacteria para antibiograma (Pedrique 2002).

3.24.1. SEMBRA DE MUESTRAS

Sembrar o inocular, es introducir artificialmente una porcion de muestra (indculo) en un
medio adecuado, con € fin de iniciar un cultivo microbiano. Luego de sembrado, el medio
de cultivo se incuba a una temperatura adecuada para e crecimiento.

La siembra puede redizarse en medio liquido, sdlido o semisdlido, utilizando punta, asa,

hisopo o pipeta estéril (Mateos 2004).
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3.24.1.1. Siembra Por Estrias En Agar

Segun BBL (1974) la siembra de estrias se utiliza para estudiar 1a morfologiay propiedades
hemoliticas de esas colonias aisladas, ya que estas caracteristicas pueden s de valor para

el diagnostico y laidentificacion (Figura 3.7).

Método: Se flamea toda la longitud del asa hasta la incandescencia, manteniéndolo
verticalmente en el mechero Bunsen; mueva rapidamente el porta agujas hacia abajo dentro
de la llama para que se flameen ligeramente algunos centimetros del mismo y se dga
enfriar. Posteriormente se utiliza e dedo mefiique de la mano derecha quite €l tapon de
rosca (o el algoddn) del tubo que contiene la muestra. A continuacién se toma con € asa
unadelgadaporcion del espécimen; la cantidad de inoculo utilizada depende del nimero de
organismos en el espécimen; tiene que ser 1o bastante ligera para obtener colonias aidadas.

Seretira el tapon de larosca (0 €l algodon) en el tubo. Se levantala cubierta de la placa de
cultivo y haga estrias en una cuarta parte, méas o menos, del area de la superficie. Se flamea
el asay se dgaenfriar. Se hace girar de nuevo la placay se realizan estrias como se hizo
anteriormente en el arearestante. Setapalaplacay se flamea € asa hasta esterilizarla. Por

Ultimo se pone a incubar.

No se debe tocar €l espécimen con el asa caliente por una posible contaminacién bacteriana

0 muerte de los microorganismos del espécimen debido al intenso calor del dambre.
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Fuente: Mateos 2004

Figura 3.7. Siembra en estrias por agotamiento.

3.2.4.1.2. Siembra En Tubo De Ensayo

Seguin el método descrito por BBL (1974) la siembra en tubo es la siguiente: Se examina la
placay se escoge la colonia que se va a transferir. Se flamea la aguja para esterilizarlay se
la degja enfriar. Seretirala colonia con laagujay se tapa. Se retira e tapon o €l algodon
del tubo que contiene & medio inclinado; se inserta la aguja y se pasa a lo largo de la
superficie del medio desde e fondo hasta |la parte superior. Seretirael asay se vuelve a
colocar € tapdén o algoddn, teniendo cuidado de no golpear o sacudir el alambre contra el

tubo. Seflamealaaguja paraesterilizarla. Finalmente se pone aincubar (Figura 3.8).
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Fuente: Mateos 2‘004.

Figura 3.8. Siembra en tubo de ensayo.

3.24.2. COLONIASPURAS

Un cultivo puro es aquel formado por células provenientes de una sola inicial y por tanto
perteneciente a la misma especie y cepa. Es una situacion artificial ya que en la Naturaleza
los microorganismos se encuentran formando poblaciones mixtas y heterogéneas. Es un
artificio obligado para estudiar cada especie y cepa de microorganismo en particular

(Mateos 2004).

M étodos para aidar cultivos puros:
Técnica de siembra por estrias en placa.

Técnicade vertido en placa.
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Técnica de enriquecimiento del cultivo: consiste en disefiar condiciones de cultivo que
favorezcan especificamente al microorganismo que queremos aislar y que se encuentra
en pequefias cantidades.

Técnica de las diluciones en serie: se Uiliza para microorganismos cuya proporcion es
mayoritaria dentro de la poblacion mixta.

Técnica de aislamiento de una sola célula mediante un micromanipulador.

3.24.3. TEMPERATURA Y TIEMPO DE INCUBACION

Segun Hogan et al (1999) los tiempos y temperaturas de incubacion varian de acuerdo a

microorganismo y grupo de microorganismos (Cuadro 3.4).

Cuadro 3.4. Tiemposy temperaturas de incubacion de microor ganismos.

Microor ganismo Tiempo Temperatura (°C)
Sreptococcus 24 a48 horas 35a37
Saphylococcus 24 a 48 horas 35a37
Bacterias Gram negativas 24 a 48 horas 35a37
Mohos, levaduras y hongos 24 a72 horas 23a37
Nocardia spp. 2abdias 35a37
Prototheca spp. 48 a 72 horas 23a37
Corynebacterium bovis 48 a 72 horas 35a37
Arcanobacterium pyogenes 2 a4 dias 35a37
Corynebacterium spp. la4dias 35a37
Bacillus Gram positivos 24 a 48 horas 35a37
Mycobacteriumspp. 3abdias 23a37
Mycoplasma spp. 2al0dias 35a37

* Condiciones culturales y necesidades especiales.

Fuente: Hogan et al. 1999.
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3.25. BACTERIASGRAM POSITIVASY GRAM NEGATIVAS

Segun (Mayberry 2002) latincion de Gram es un tipo de tincién diferencial empleado en
microbiologia para la visuaizacién de bacterias, sobre todo en muestras clinicas. Debe su
nombre a bacteridlogo danés Christian Gram, que desarroll6 la técnica en 1884. Se utiliza
tanto para poder referirse a la morfologia celular bacteriana como para poder realizar una
primera aproximacion a la diferenciacion bacteriana, considerandose Bacteria Gram
positiva a las bacterias que se visualizan de color violetay Bacteria Gram negativa a las que

se visualizan de color rosa

3.25.1. TEORIAS DE LA TINCION GRAM

Segun (Mayberry 2002) una posible teoria del mecanismo de tincion es la siguiente:  El

colorante basico entra al microorganismo, donde forma con € yodo una laca insoluble en
agua. El acohol o la acetona empleados para aclarar, deshidrata las paredes de los
microorganismos Gram. positivos, tratados con mordiente, y forma una barrera que la laca
no puede atravesar. En las células Gram. negativas, |os lipidos de la pared (mas abundantes
que en las cdlulas Gram. positivas) se disuelven por este tratamiento, lo que permite €

escape del complejo de violeta de genciana con yodo. Algunos autores objetan esta teoria,

pero es indudable laimportancia genera de la pared celular.

Varias son las teorias emitidas para explicar e mecanismo de la tincion de Gram. Stearn y
Stearn (1923) basan la suya en una combinacion quimica entre € colorante y las proteinas

de las bacterias. Las proteinas y aminoacidos son cuerpos anféteros, esto es, tienen la
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facultad de reaccionar con acidos y con bases, gracias a sus grupos amino y carboxilo; en
soluciones é&cidas, reaccionan con los acidos, y en soluciones acalinas lo hacen con las

bases.

Stearn y Stearn comprobaron que la reaccion de tincién de las bacterias obedece en gran
parte a su contenido proteinico; estos microorganisSmos se conducen COMO Ccuerpos
anféteros, a combinarse con colorantes &cidos en soluciones &cidas y con los basicos en
medio alcalino. La combinacion con ambos tipos de colorante no se produce en €l “punto
isoeléctrico”. Como los microbios contienen més de una proteina, ese punto no tiene un
valor preciso y definido, sino que constituye mas bien una gama o escala que comprende

dos o tres unidades de pH.

Segun Stearn y Stearn, los gérmenes Gram positivos tienen una escala isoeléctrica de pH
inferior a la de los gérmenes Gram negativos; y, a base de sus datos experimentales,

deducen las siguientes conclusiones:

Los microorganismos Gram positivos pueden hacerse Gram negativos al aumentar la
acidez. Los microorganismos Gram negativos pueden hacerse Gram positivos al aumentar
la alcalinidad. Los microbios de reaccion positiva a los colorantes &cidos pueden hacerse
Gram negativos por aumentar la alcalinidad. Los nicrobios de reaccion positiva a los
colorantes basicos pueden hacerse Gram negativos por aumentar la acidez. En la zona
isoeléctrica caracteristica de cada especie es muy escasa la tendencia a retener cualquier
colorante. Parece estar bien demostrado que las proteinas de las bacterias no son simples,

sino mas bien una débil combinacion de sustancias proteinicas con otras lipoideas o grasas.
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La materia grasa extraida de |os microorganismos Gram positivos difiere de la obtenida de
los microbios Gram negativos, en que la primera contiene una proporcion mucho mayor de
&cidos no saturados que muestren gran afinidad por los agentes oxidantes. Todos los
mordientes (como €&l yodo) empleados en la coloracion Gram son oxidantes; su efecto, en
general, consiste en dar a la sustancia oxidada un carécter mas acido. Esto aumenta la

afinidad de un microorganismo por los colorantes basicos.

El cambio de respuesta a la coloracion de Gram con € tiempo es propio, sobre todo, de los
microorganismos débilmente Gram positivos cultivados en los medios que contengan
sustancias capaces de fermentar, y cuya reaccion se vuelve &cida en €l curso del desarrollo.

Gianni (1952) comprobd que los microorganismos Gram positivos como Bacillus subtilisy
B. anthracis tomaban negativamente e Gram cuando los cultivos databan de dos a tres
horas. Luego se desarrollaba la sustancia Gram. positiva debgjo de la pared celular, para
invertir la reaccién. Otra explicacion de la reacciéon de Gram puede ser la posible existencia

de una capa exterior arededor de un nicleo Gram. negativo.

Gianni (1952) ha comunicado que s la reaccion Gram positiva depende de que se forme
una combinacion compleja entre los componentes de la coloracion de Gram vy las proteinas
de la pared celular, seria de esperar gque las lacterias desintegradas por medios fisicos
retuviesen este tinte, ya que ese tratamiento no podria cambiar €l carécter quimico de los
materiales de dicha pared. Por € contrario, los gérmenes Gram positivos desintegrados

pierden su capacidad de retener e colorante primario y toman negativamente el Gram.
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La pared celular de las bacterias Gram positivas y Gram negativas es permeable a la violeta
de genciana. Sin embargo, la de las primeras no lo es a complgo de yodo y colorante

formado en €l interior de lacélula

Segin Gianni (1952) los resultados experimentales obtenidos con una difusion celular
exenta de proteinas, y la escasa solubilidad del complgo de yodo y violeta cristal en
alcohol y acetona, parecen sustentar la opinién de que la reaccion Gram positiva consiste
esenciamente en la formacién, dentro de la célula, de una cantidad apreciable de complejo
de yodo y colorante dificil de eliminar con € disolvente. La pared celular de las bacterias
Gram positivas, a diferencia de la de las Gram negativas seria practicamente impermeable
al violeta cristal. Los microorganismos apareceran tefiidos después de tratarlos con violeta
cristal, por ser absorbido € colorante en la superficie externa de la pared celular, y €

disolvente eliminara sin dificultad el complejo formado después del tratamiento con yodo.

Gianni (1952) han sostenido que la permeabilidad de la pared celular a violeta cristal, la
escasa solubilidad del complejo de yodo y colorante en alcohol y acetona, y € libre acceso
del disolvente al complejo constituido, son los principales factores que intervienen en €

mecanismo de esa coloracion.
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3.2.5.2. PROCEDIMIENTO DE LA COLORACION GRAM

Segun Mayberry (2002) el potocolo para la coloracion Gram: Recoger muestra estéril,
hacer el extendido en espiral, dejar secar a temperatura ambiente, fijar la muestra a calor
(flameado 3 veces aproximadamente), agregar violeta de genciana 'y esperar 1 minuto, éste
tinte dejara de color morado |as bacterias Gram positivas, enjuagar con agua, agregar lugol,
esperar 1 minuto y enjuagar con agua, agregar alcohol acetona y esperar 23 segundos y
enjuagar con agua. Agregar fushina y esperar 1 minuto, éste colorante dejard de color
rosado las bacterias Gram negativas. Finamente se enjuaga, se seca y se observa a

microscopio 6ptico con lente de 100x con aceite de inmersion (Figura 3.9).

Fuente: Urtis 2004.

Figura 3.9. Preparacion de placa portaobjetos para su observacion en e microscopio.

Segun (Mayberry 2002) el primer paso en cualquier tincién debe ser siempre la fijacidn con
calor. Posteriormente el cristal violeta penetra en todas las células bacterianas (tanto Gram

positivas como Gram negativas.
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El lugol estd formado por I, (yodo) en equilibrio con Kl (yoduro de potasio), el cual esta
presente para solubilizar €l iodo. El I, entraen las céulas y forma un compleo insoluble en

solucién acuosa con violeta de genciana (Maybery 2002).

La mezcla de alcoholacetona que se agrega, sirve para realizar la decoloracion, ya que en
la misma es soluble el complejo I/de violeta de genciana. Los organismos Gram positivos

no se decoloran, mientras que los Gram negativos si 1o hacen (Mayberry 2002).

Para poner de manifiesto las células Gram negativas se utiliza una coloracion de contraste.
Habitualmente es un colorante de color rojo, como la fushina. Después de la coloracion de
contraste las células Gram negativas son rojas, mientras que las Gram positivas permanecen

azules (Mayberry 2002).

Latincion negativa es e reverso del procedimiento de tincion usual, las células se dejan sin
tefiir, pero se colorea en cambio el medio que las rodea. Lo que se ve, por tanto, esel perfil
de las células. La sustancia utilizada para la tincién negativa es un material opaco gque no
tiene afinidad por los constituyentes celulares y que simplemente rodea las células, ta

como la tinta china (que es una suspension de particulas de carbono coloidal) o (un

colorante negro insoluble en agua). La tincién negativa es un modo satisfactorio de
aumentar €l contraste de las células en la microscopia éptica, pero su maxima utilidad esta

en revelar la presencia de capsulas alrededor de las célulasbacterianas (Val 2004).
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3.2.5.3. MORFOLOGIA BACTERIASGRAM POSITIVASY GRAM

NEGATIVAS

Las bacterias Gram positivas se presentan en forma de cocos, bacilos, espirilos. Los cocos
estdn agrupados en racimo, cadena, tétradas, entre otras. Los bacilos pueden ser cortos,

largos, delgados o gruesos dependiendo del patégeno.

Cada patdgeno tiene una forma caracteristica, asi: cocos en racimos es la forma tipica de
Saphylococcus aureus, cocos en cadena tipica de Sreptococcus sp., €Ocos en tétradas es

forma tipica de Micrococcus sp. (Figura 3.10).

Staphylococcusaureus

"3 ST
4 e,
4 o KR

Streptococcus sp.

44 &

Micrococcus sp.

Fuente: Kohard 2004.

Figura 3.10. Cocos en racimo, cocos en cadenay tétradas.
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Los bacilos Gram positivos gruesos son la forma tipica de Clostridium sp., los bacilos finos

son la forma tipica de Listeria sp.; los bacilos Gram negativos finos y cortos son

caracteristicos de Enterobacterias, como por egemplo Escherichia coli. (Figura 3.11).
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Escherichia coli

Fuente: Kohard 2004.

Figura 3.11. Bacilos Gram positivos gruesos y delgados, y bacilos Gram negativos

delgadosy cortos.

3.2.6. PRUEBASBIOQUIMICAS

Las pruebas bioquimicas consisten en distintos test quimicos aplicados a medios

biologicos, los cuades conocida su reaccién, nos permiten
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microorganismos presentes. Su sistema de funcionamiento generalmente consiste en
determinar la actividad de una via metabdlica a partir de un sustrato que se incorpora en €

medio de cultivo (Cortés 2001).

3.2.6.1. PRUEBASBIOQUIMICASBACTERIAS GRAM POSITIVAS

3.2.6.1.1. PruebaDe Coagulasa
La habilidad de coagulacion que tiene € plasma es e método mas ampliamente usado para
distinguir Staphylococcus aureus de Saphylococcus spp. Coagulasa-Negativos. La prueba
en tubo de coagulasa es considerado mas definitivo que la prueba en placa (Hogan et al.

1999).

El plasma de coagulasa se inocula mediante un asa con una colonia emulsionada, o con
0,05 ml de cultivo de 18 horas en Caldo de soya Trypticase (BBL 1974), siendo este medio

de enriquecimiento podemos hablar también del caldo Cerebro-Corazon.

Durante la incubacién en un bafio Maria a 37 °C, examinar periddicamente los tubos;
cualquier coagulacion es un resultado positivo (BBL 1974). Caso contrario la prueba de
coagulasa se la puede llevar a cabo en placas portaobjetos y obtener resultados en menor

tiempo, con la formacion de coagulos como indicativo de una prueba positiva (Figura 3.12).

Para la prueba en placa portaobjetos, se dgja caer unas gotas de plasma, se agrega una

colonia escogida y se mezcla con el asa 0 una aguja de inoculacién; la agrupacion de cepas
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productoras de enzimas debe ser visible en 5 segundos y cualquier resultado dudoso debe

hacerse por cuaquier método mas lento para su confirmacion (BBL 1974).

En la prueba de tubo se debe inocular 0,5 ml de plasma con inéculo de 24 horas de haber
cultivado, utilizando un aplicador fino estéril para la inoculacion. Para la interpretacion,
una reaccion positiva corresponde a semi-solido a solido gelificado, como por gemplo
Saphylococcus aureus; una reaccion negativa se presenta en estado liquido después de 24

horas de incubacién, como por gemplo Saphyl ococcus chromogenes (DBL 2005)

Una prueba positiva puede aparecer entre 2 a 4 horas o hasta 24 horas, siendo un resultado
positivo evidente. Algunos S aureus producen la enzima staphylokinase que puede
producir lisis del coagulo que permite una incubacion més larga. Todos los resultados

negativos tienen que mantenerse incubados por un total de 24 horas (Hogan et al. 1999).

Un resultado positivo se refleja
en la coagulacion del plasma

Fuente: Kiser 2007.

Figura 3.12. Resultado positivo de la prueba de coagulasa.

3.2.6.1.2. PruebaDeCatalasa
Para esta prueba Hogan et al. (1999) recomiendan colocar una gota de perdxido de

hidrégeno a 3 % en una placa portaobjetos y se emulsifica una colonia en e perdxido.
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Para la interpretacion la produccion de burbujas es una reaccién positiva, por gjemplo
Saphylococcus; la ausencia de burbujas es una reaccion negativa, por eemplo
Sreptococcus. Se debe tener en cuenta que las células rojas de la sangre producen catal asa,
por lo que se debe evitar coger el agar sangre con la colonia porque las céulas rojas pueden
dar un falso- positivo. Por lo tanto, nunca correr directamente la prueba sobre la cgja de

agar sangre (Figura 3.13).

Fuente: Kiser 2007.

Figura 3.13. Reaccion de la Prueba de Catalasa, Izquierdo (positivo), Derecho
(negativo)

3.2.6.1.3. Fermentacion en Manitol
Los cultivos por puncién en medio con manitol pueden reaccionar en 24 horas, pero debe
continuarse la incubacién porque agunas especies fermentan lertamente. L os estafilococos
mostrardn una carencia caracteristica de motilidad en este medio. La fermentacion con
manitol puede también descubrirse directamente en las placas de Agar de Vogel y Hohnson

y en las de agar con coagulasay manitol (BBL 1974).

-64 -



3.2.6.2. PRUEBASBIOQUIMICASBACTERIASGRAM NEGATIVAS

3.2.6.2.1. PruebaTSsl

La prueba de Triple Sugar Iron Agar es un medio diferencial complgjo (de color rojo)
compuesto por 3 azUcares. 10% lactosa, 10% sucrosay 1% dextrosay un ligador que es en
este caso € hierro. La siembra se realiza tanto en la superficie del agar (aerobiosis) como

en la profundidad de éste (anaerobiosis) (Kiser 2007).

Medio K (alcalino) de color rojo. Medio A (&cido) de color amarillo. K/A, s la bacteria
metaboliza sélo la glucosa: en la swerficie la utilizara por via respiratoria, y donde la
tensién de oxigeno disminuya lo suficiente, empleara una peguefia proporcion por via
fermentativa. Esto generara una pequefia cantidad de &cidos que seran neutralizados por las

aminas derivadas de la decarboxilacion oxidativa de las proteinas (Faddin 2007).

Segun Faddin (2007) e medio mantendrd su color rojo en la superficie, d no haber
cambiado de pH. Por € contrario, las bacterias crecidas en la profundidad emplearan desde
el primer momento la glucosa por via fermentativa, generando &cidos que no seran
neutralizados, provocandose un descenso del pH y el color del medio en e fondo del tubo
cambiarq a amarillo A/A . S la bacteria, ademas fermenta lactosa: los écidos producidos
modificaran también el pH de la superficie del medio. Las aminas no son capaces de
neutralizar la cantidad de acidos producidos en esta fermentacion, ya que la lactosa se
encuentra en e medio a mayor concentracion que la glucosa. El color del medio en la

superficie cambiard aamarillo. K/K (Figura 3.14).
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Si la bacteria es aerobia estricta (no fermentadora), el medio permanece de color rojo. Los
azucares son respirados, degraddndose completamente hasta CO,, que se elimina 'y no
modifica e pH. A/A(g) aparicion de burbujas, rotura o elevacion del agar del fondo del
tubo. K/A (H2S) aparicidn de un precipitado de color negro en e fondo del tubo. Algunas
bacterias respiradoras anoxobionticas son capaces de emplear el tiosulfato sodio como
aceptor fina de electrones en la cadena transportadora. Este compuesto se reduce a écido
sulfhidrico que reacciona con el hierro Fe2+ presente en el medio formando un precipitado

negro de sulfuro de hierro (Faddin 2007).

3.2.6.2.2. Citrato de SSimmons
Segun Faddin (2007) este medio indica la capacidad de las bacterias de metabolizar €
citrato. Contiene citrato como Unica fuente de carbono, fosfato de amonio como Unica
fuente de fosfato y azul de bromotimol como indicador de pH. Unicamente las bacterias
capaces de metabolizar citrato podran multiplicarse en este medio, a utilizar los fosfatos
presentes liberan iones amonio (basicos) que junto con la eliminacion de citrato (&cido)
generard una fuerte gasificacion del medio que sera aparente con un cambio de color del

indicador de pH de verde aazul (Figura 3.14).

3.2.6.2.3. MedioRojoDeMetilo - Vogues Proskauer

Segun Clavell et al. (1999) las enterobacterias son anaerobios facultativos que utilizarén

laglucosaen 2 fases:

M etabolismo aerdbico consumiendo rapidamente el oxigeno del medio.
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Metabolismo anaerdbico (fermentacidn) que puede ser de 2 tipos dependiendo de los
productos finales obtenidos. fermentacion acido-mixta cuyos productos finales son
acidos organicos (férmico, acético, lactico y succinico) y etanol; y fermentacion
butilén glicdlica cuyos productos finales son compuestos neutros como el butanodiol y
el etanol, produciéndose acetoina como intermediario. La liberacion de acidos
organicos generara un acusado descenso del pH que podra ser detectado afiadiendo a

medio un indicador de pH como € rojo de metilo (rojo apH 4.0).

Segun Faddin (2007) s la fermentacion que se ha llevado a cabo produce acetoina puede
ser detectada afiadiendo a medio KOH y afa-naftol que reaccionardn con este compuesto

produciendo rojo caracteristico (Figura 3.14).

3.2.6.2.4. Pruebade Ureasa

Segun Faddin (2007) el indicador de pH utilizado es el rojo fenol. Esta prueba detecta la

presencia de la enzima ureasa en e metabolismo bacteriano, la cual a hidrolizar urea
forma productos amoniaco que alcalinizan €l medio y se evidencia con e cambio de color

del medio desde un amarillo pdido hasta un rojo fucsia (Figura 3.14).

3.2.6.2.5. PruebaDel Indol
Mediante esta prueba se detecta la liberacion de indol en un cultivo bacteriano. Dicha
liberacion se debe a la degradacion del aminoécido triptofano mediante e enzima

triptofanasa, paralarealizacién de esta prueba la bacteria se cultiva durante 24-48 horas en
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un caldo de triptona con NaCl a 0,5% (la triptona presenta abundante triptéfano) (Faddin

2007).

Segun Faddin (2007) s la bacteria posee la enzima triptofanasa, a afiadir a medio 5 gotas
del reactivo de Kovacs, se producira un anillo de color rojo en la superficie del caldo y la
prueba sera considerada positiva. Si esto ocurre después de 24 horas, la prueba se considera
completa, pero si esnegativo debera incubarse otras 24 horas y repetirse la prueba. Por ello
es conveniente hacer siempre la prueba no en e tubo incubado sino en una porcién de unos

2ml que se retira de él asépticamente (Figura 3.14).

3.2.6.2.6. LysnelronAgar LIA
Segin Faddin (2007) este medio también es conocido como LIA, es una prueba que
permite diferenciar |os microorganismos que producen descarboxilacién o desaminacion de
lalisina. Se puede detectar ademas la produccion de SH2 y es més sensible que e TSI para
la deteccion de SH2. Es muy utilizado par descartar Salmonella de aislamientos primaros

(Cuadro 3.5).

Cuadro 3.5. ReacciénInterpretacion pruebade LIA.

Reaccion Interpretacién
Azul (alcalino) Hay movilidad
Rojo No hay movilidad
Ennegrecimiento Descarboxilaornitina
Ruptura del Agar No descarboxila

Fondo Amarillo y Tendido
purpura

Fuente: Faddin 2007

Descarboxilacion de lisina
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Edwards y Fife desarrollaron este medio para diferenciar a Salmonella arizonae. Debido a
que S. arizonae fermenta la lactosa rapidamente, la produccion de H2S es suprimida en €
Agar de Hierro y Triple Azucar. Eliminando la lactosa e incorporando la lisina, Edwards y
Fife encontraron que este medio diferencia a los bacilos entéricos en base a su capacidad
para descarboxilar o desaminar la lisna y producir H2 S. Este medio es especialmente
recomendado para la identificacion de bacilos que fermentan rapidamente la lactosa

(Feddin 2007).

En este medio la peptona provee la fuente de carbono y nitrégeno. El extracto de levadura
provee \itaminas y cofactores para el crecimiento. La dextrosa es la fuente de energia. El
hidrocloruro de L-lisna es e sustrato donde actian las enzimas descarboxilasa o
desaminasa. El citrato férrico de amonio y € tiosulfato de sodio actian como indicadores

de la produccion de H2S. El purpura de bromocresol es un indicador de pH (Faddin 2007).

A partir de una colonia aislada se siembra en el medio por picaduraen el fondo y por estria
en la superficie. Seincuba a 35 + 2°C durante 18 a 48 horas. Se examinar los tubos para

observar cambios de color y ennegrecimiento

Existen diferentes reacciones que pueden darse en esta prueba: Produccion de H,S con la
formacién de un precipitado negro en la superficie, ausencia de precipitado negro,
descarboxilacion de la Lisina, fondo y superficie del medio de color purpura ( alcaino),
fondo amarillo (&cido) con superficie parpura (alcalina), desaminacion de la Lisina con
superficie parpura. Proteusy Providenza producen cultivos con superficie roja sobre fondo

amarillo.
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Figura 3.14. Reacciones bioquimicas de bacterias Gram Negativas
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3.2.7. ANTIBIOGRAMA

Seguin Va (s.f.), e antibiograma consiste en medir la sensibilidad de una cepa bacteriana
que se sospecha es la responsable de una infeccion a uno o varios antibioticos. Ademés por

medio del antibiograma se determinala evolucion de las resistencias bacterianas.

Usuamente se utiliza e agar de Mueller-Hinton en las pruebas de sensibilidad de
mi croorgani smos aerébicos de rapido crecimiento. Cuando se trata de estreptococos u otros
microorganismos exigentes, se le afiade al Mueller-Hinton, 5% de sangre desfibrinada. De
los métodos existentes, €l méas popular es el del disco de papel. La variante més utilizada de
este método es la de Kirby Bauer, la cual consiste en utilizar una sola concentracion de

antibiético y medir € tamafio de la zona de inhibicion (Pedrique 2002).

3.2.7.1. PROCEDIMIENTO PARA EL ANTIBIOGRAMA

Seguin (Pedrique 2002), es necesario seguir las siguientes recomendaciones. Autoclavar €l
medio de cultivo y dgjar enfriar a 45-50°C. Verter asépticamente suficiente cantidad de
medio de cultivo en una placa de Petri, para obtener una capa de 4 mm. de espesor
aproximadamente. Para una placa de 10 cm. de didmetro se requieren 30 ml de medio y

para una de 15 cm. se requieren 70 ml. Degjar solidificar e medio de cultivo y luego secar

las placas durante 30 minutos antes de usarlas para la inoculacion. Inocular la placa con 1
ml de la suspensién del germen de 18 a 24 horas de incubacion con una turbidez
equivalente a 1,5 x 10° bacterias (Equivale a tubo No. 5 de la escala de Mc Farland). La

suspension debe cubrir la superficie de placa de Petri y es necesario eliminar el sobrante.
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Colocar latapaalaplacay dejar secar € indculo por 3 a5 minutos. Colocar |os discos con
los antibioticos sobre el agar mediante pinzas estériles o usando un aplicador de discos.
Oprimir los discos suavemente con una pinza para asegurar un buen contacto con el medio
de cultivo. Los discos deben estar espaciados de manera que su distancia a la pared de la
placa sea de 15 mm. y entre ellos de 30 mm. Incubar a 35 — 37°C hasta € siguiente dia
(aproximadamente 18-19 horas). Si se requieren |os resultados con rapidez se pueden leer
las zonas de inhibicion después de 6-8 horas de incubacion, pero estos resultados deben ser
confirmados mediante una nueva lectura después de la incubacion por las 18 -19 horas. La
medida del didmetro de la zona ce inhibicion se hace preferentemente desde el exterior de
la placa, sin quitar la tapa, esto puede hacerse con una regla milimetrada, un vernier o

cualquier otro Instrumento similar.

Los resultados deben ser analizados de acuerdo a aro que presenta cada uno de los sens
discos utilizados, s no existe la presencia del aro indica que hay crecimiento bacteriano en
las zonas, por lo cua e microorganismo es resistente a este antibiotico. El sensi disco que
contenga €l aro con mayor diametro es e més efectivo, es decir e microorganismo

analizado es sensible a este antibi6tico.

3.2.7.2. PRUEBASDE SENSIBILIDAD ANTIMICROBIANA

Por facilidad de mango y disponibilidad de reactivos la prueba de sensibilidad

antimicrobiana mas usada es el método de difusion con discos sobre Agar Mueller Hinton.
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La seleccién de principios activos a probar dependera de: la disponibilidad de productos

comerciales en el mercado local, la legislacion del pais sobre uso de antibidticos, € tipo de

microorganismo aislado, si es para vaca en lactancia o en el periodo seco y s se va a usar

via parenteral o via intramamaria. En una cgja de Agar de 100 mm. de didmetro se pueden

colocar ocho sensidiscos como maximo.

Cuadro 3.6. Reacciones de losingredientes activos segin su Concentracion.

Ingredientes Activo

Concentracion

Interpretacion

Minimo | Intermedio | Maximo
Enrofloxacina 5mcg 19 - 20
AmoxicilinatAc. Clavulénico|10 mcg 19 - 20
Penicilina 10u 20 21-28 29
Cloxacilina 1mcg 19 - 20
Streptomicina 10 mcg 11 12-14 15
Cephalexina 30 mcg 14 15-17 18
Neomicina 30 mcg 12 13-16 17
Tetraciclina 30 mcg 14 15-18 19
Sulfatrimetoprin 23,75ug 10 1115 16

Fuente: Laboratorios Vet Uy 2004.
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IV. MATERIALESY METODOS

4.1. LOCALIZACION

La fase de campo se llevd a cabo en veinte haciendas ubicadas en la provincia de
Pichincha, de las cuales seis, son proveedores directos de la fébrica de quesos “La

Holandesa’, y €l resto son proveedores de distintas pasteurizadoras (Cuadro 4.1).

Cuadro 4.1. Datos de las haciendas muestreadas de la provincia de Pichincha,
Ecuador, 2008.

# Hacienda Ubicacion Nomb_re Altitud Proveedor s
delahacienda (m.s.n.m)

1 Aloag Aychapicho 2.863 Particular
2 Aloag San Carlos 2.863 "La Holandesa"
3 Cayambe LaGitanilla 3.011 Particular
4 El Quinche El Molino 2.729 "La Holandesa"
5 Machachi San Carlos-Chaupi 2.886 Particular
6 Machachi Gamboa 2.886 Particul ar
7 Machachi Santa Teresita 2.886 Particular
8 Machachi San Francisco 2.886 Particular
9 Nono San Luis Intipungo 3.087 Particular
10 Nono San Juan Escalera 3.087 Particular
11 Nono Los Cedros 3.087 Particul ar
12 Patichubamba | El Relicario 2.862 Particular
13 San Fernando | Particular 2.750 Particular
14 San Fernando | El Prado 2.750 "La Holandesa"
15 San Fernando San Juan 2.750 "La Holandesa"
16 Santo Domingo | Marialsabel 600 Particular
17 Selva Alegre Sigsicunga 2.539 Particular
18 Tambillo El Consuelo 2.750 Particular
19 Tambillo Miraflores 2.750 "La Holandesa'
20 Tumbaco Cadet 2.356 "La Holandesa"
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La fase de laboratorio fue realizada en los laboratorios veterinarios del Instituto Nacional
de Higiene “Leopoldo |zquieta Pérez”, ubicado en la provincia de Pichincha, canton Quito,

parroguia Guamani, a 12.5 Km. de la Panamericana Sur, en la entrada al Beaterio.

42. MATERIALESY EQUIPOS

Los equipos utilizados en |a fase de laboratorio fueron: Medidor de pH: pH-Meter E488,
balanza electrénicaa AND EW-600% plancha eléctrica: tipo 2600, centrifugadora: Clay
Adams RPM max. 6000, autoclave, refrigeradora, microscopio compuesto binocular,
camara de flujo laminar: Biological & Diagnostic Supplies Ltda., incubadora, agitador
magnético: Mag-mix 65904, agitador: Vortex, cronémetro: Control company, camara

digita: Sony.

En la fase de campo se utilizaron moler: dimensiones 17x20x27 cm., tubos de ensayo
estériles de 10 ml. con tapa de caucho, algoddn, guantes, alcohol al 72%, overol, botas, gel

refrigerante, marcador permanente, esferos, libreta de campo, gradilla.

En la fase de laboratorio se utilizaron violeta de genciana, fushina, lugol, colorante albert,

reactivo de Kovacs, rojo de metilo, agar Sangre: HI-MEDIA/INDIA, agar MacConckey:

MERCK, agar Mudler Milton: MERCK, agar TSI (Triple AzGcar Hierro): HI-
MEDIA/INDIA, citrato de Simmons, LIA (Agar Lisina Hierro), SIM , Urea, agar Manitol,
caldo cerebro corazén, leche descremada UHT, peréxido de hidrégeno, plasma de conegjo,

agua destilada, alcohol acetona, pipetas graduadas de 1y 10 ml, pipetas Pasteur, mortero,
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cgas petri de vidrio, placas portaobjetos, erlenmeyer, frasco al vacio para sangre
desfibrinada, asa de platino, mechero Bunsen, pera, gadilla, papel filtro, papel aluminio,
papel indicador de temperatura, papel empaque, piola, gas, palillos, agujas, filtro, jeringa,

alcohol yodado, alcohol a 95 %, cloro, desinfectante, gasa, algodon.

43. METODOS

Todo proceso que a continuacion se describe fue realizado bajo estrictas condiciones de
asepsia de materiaes, instrumentos, medios de cultivo, soluciones, etc., de la misma

manera se procedid con € mangjo de las muestras.

Cabe mencionar que en los medios generales como MacConkey y Agar sangre, se
consider6 un méximo de dos tipos de colonias en cada uno de ellos, debido a que un mayor
ndmero de tipo de colonias se consideré como contaminacién y se procedié a una resiembra

de la muestra.

4.3.1. PREVALENCIA DE MASTITIS

Para determinar la prevalencia de mastitis, €l primer paso fue redlizar la prueba de CMT
(California Mastitis Test) en las haciendas visitadas. Este procedimiento fue acompariado
de una recopilacion de datos como: nimero de vacas en ordefio, nimero de vacas
muestreadas, cuartos afectados y nivel de infeccion de los mismos.  El porcentgje de

prevalencia se calculd dividiendo € nimero de vacas en ordefio para € nimero de vacas

-76 -



muestreadas multiplicando por cien, cabe mencionar que se tomaron en cuenta para el

muestreo Unicamente las vacas a partir de grado dos en CMT.

nvacasor deio

Y% prevalencia =
nvacasmuestreadas

A continuacién se recolect6 las muestras con la mayor asepsia posible, para aguellas vacas
positivas en més de un cuarto; la recoleccion se la redizo equitativamente de los cuartos

afectados, colocando similares cantidades de cada uno de ellos en un mismo tubo de

ensayo.

Posteriormente se procedié a una correcta identificacion de las muestras y una inmediata
colocacion en e cooler con gel refrigerante para mantener bs muestras en condiciones
adecuadas. Su tradado a laboratorio se realiz6 lo mas pronto posible, pudiendo

prolongarse siempre que las muestras se encuentren en refrigeracion.

4.3.2. NIVEL TECNOLOGICO DE LASHACIENDAS

El nivel tecnoldgico de las haciendas se evalud de acuerdo a las buenas practicas de ordefio

gue mangjaba cada una de las haciendas, la caificacion fue sobre veinte puntos y se

tomaron en cuenta |os siguientes parametros (Cuadro 4.2).
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Cuadro 4.2. Formato de calificacion de acuerdo a las buenas practicas de or defio.

PARAMETRO CALIFICACION
Higiene deinstalacionesy equipos 3
Maltratan a las vacas 0,5
Despunte 2
Practi Lavado de pezones 1
aCUCES "Sacado de ubres 2
De Ordefio 1
Ordef
"0 I SeTado 15
Ambiente de ordefio 05
Personal de ordefio 15
Manejo de leche ordefiada 4
Limpiezay desinfeccién del equipo 2
Limpiezay desinfeccién sala ordefio 1
TOTAL 20

Fuente: La Holandesa 2007.

Las calificaciones de las veinte haciendas (Anexo 1) se tomaron en cuenta para incluirlas

seguin su equivalencia en los tipos de haciendas (Cuadro 4.3).

Cuadro 4.3. Calificacion de las haciendas ganaderas de la provincia de Pichincha,
Ecuador, 2008.

CALIFICACION |EQUIVALENCIA | N'VEGERAGIICAS
20-19 A ALTA
6-18 B MEDIA
13-15 C REGULAR
12-0 D BAJA
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4.3.3. PATOGENO MASREPRESENTATIVO

Para determinar €l agente més representativo de las muestras de mastitis se tuvo que seguir
varios procesos. siembra, purificacion, aislamiento e identificacion de patdgenos. Una vez
que las muestras llegaron a laboratorio se registré de acuerdo a protocolo del laboratorio
“lzquieta Pérez”, con los siguientes datos. fecha, nUmero de muestras, tipo de muestra,

hacienda, localidad, provinciay responsable.

Los medios de cultivo tanto generales como especificos fueron preparados como menciona
la literatura (BBL 1974), los cuales estuvieron listos previa la llegada de las muestras para

la siembra e identificacion de patdgenos.

Las muestras a temperatura ambiente fueron pesadas equitativamente y centrifugadas a mil
quinientas revoluciones por minuto (1500 RPM) por un periodo de diez minutos. Los tubos
centrifugados fueron trasladados a una camara estéril, de cada uno de ellos se elimino €
sobrenadante y € precipitado se sembrd por agotamiento, en cagjas Petri de agar sangre y

agar MacConkey, con su respectiva identificacion.

Los medios fueron incubados durante 24 horas a una temperatura de 37° C. Después de

este periodo se realizo la lectura de las cgjas para determinar la presencia o ausencia de

patdgenos, registrando cada uno de estos datos. Cuando las muestras presentaban
crecimiento se procedid a redlizar la coloracion Gram para una primera y generd

clasificacion de bacterias.
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En una camara estéril se procedio a preparar la placa mediante frotis utilizando para ello
una peguefia cantidad de cada colonia recogida con la ayuda de un asa de platino;
posteriormente se reaizd la extension de la misma sobre la placa portaobjetos con
movimientos giratorios, para poder observar bacterias separadas. Luego del frotis se fijo la
placa a calor, evitando quemar las bacterias, pues varia su morfologia y dificulta su
observacion. Para las placas preparadas se empleo la coloracion Gram y se observo a
microscopio utilizando € lente de 100x con aceite de inmersion. Por medio de la
observacion se llego a clasificar las bacterias de acuerdo a su formay coloracion. Por la
forma en: cocos y bacilos; y por la coloracion se observaron bacterias Gram positivas con
color azul-violaceas y Gram negativas rojas. L0os cocos positivos presentaron agrupaciones
en racimos 0 en cadenas, observacion que permitié la identificacion de grupos de
Saphylococcus 0 Streptococcus respectivamente. Las cgjas con colonias blancas pequefias,
y bacilos positivos cortos en coloracion Gram fueron incubadas durante 48 horas para
obtener un mayor crecimiento, debido a que son caracteristicas morfoldgicas propias de

Corynebacterium.

La caracterizacion de las bacterias encontradas se realizd por medio de pruebas bioquimicas
especificas para bacterias positivas 0 negativas seglin sea el caso. Se llegl a caracterizar
solo el género y no la especie de las bacterias encontradas, con algunas excepcién, como es

el caso de Staphylococcus aureus.

Para esto, se realiz6 una purificacion de la colonia en agar sangre s fue una bacteria
positiva'y en agar MacConkey s fue una bacteria negativa. La purificacion consistio en

sembrar nuevamente la colonia que se quiso identificar, de esta manera se obtuvo en el
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medio de cultivo colonias con las mismas caracteristicas, es decir colonias puras necesarias

para las pruebas bioquimicas.

Las pruebas bioguimicas son un conjunto de medios que a reaccionar positiva o
negativamente, expresan las caracteristicas propias e inconfundibles de un determinado

patdgeno. Por tal motivo permiten llegar a una identificacién precisa del patdégeno.

Las pruebas bioquimicas para bacterias Gram positivas en forma de cocos se baso en:

pruebas de catalasa, coagulasay agar manitol. Parala prueba de catalasa se utiliz6 una gota
de perdéxido de hidrégeno a 3% en una placa portaobjetos, sobre la cual se colocd con la
ayuda de un palillo una colonia aislada; a continuacion se mezclé la colonia con e peréxido
y se observo la presencia o ausencia de burbujasde O,. Aquellas bacterias que presentaron
burbujas (+) contindan en & grupo de Saphylococcus, y la ausencia ¢) pertenece a los
Streptococcus Al momento de recoger la muestra es importante evitar coger el agar

sangre ya que este puede dar un resultado falso positivo.

En la prueba de coagulasa se colocaron dos gotas de plasma en una placa portaobjeto y con
un palillo o asa de platino se recogio la colonia y se disolvié en € plasma realizando
movimientos circulares lentos, se observé una reacciOn postiva ante una evidente
formacion de pequefios coagulos en € liguido y en una reaccion negativa la bacteria se

disuelve en € plasma formando liquido de color crema con ausencia de coagul os.

La habilidad de coagulacion permitié dividir a grupo de Staphylococcus en:

Saphylococcus coagulasa negativa y Staphylococcus coagulasa positiva, con reaccion
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negativay positiva respectivamente. Staphylococcus aureus presentd una reaccion positiva

y Streptococcus negativa

En la prueba de manitol se tomo una colona aislada con una aguja de platino que permita
realizar una puncion en medio del agar manitol inclinado, la reaccién se observo a las 24

horas. Unareaccion positiva se observd a cambio de coloracion de rojo a amarillo.

A continuacion se detalla las interpretaciones de las pruebas bioquimicas para bacterias

positivas (Cuadro 4.4)

Cuadro 4.4. Interpretacion de pruebas bioquimicas bacterias positivas, Pichincha,
Ecuador, 2008.

PATOGENO CATALASA|COAGULASA | MANITOL
Staphylococcus aureus + + +
Staphylococcus Coagulasa Negativa + - +
Staphylococcus Coagulasa Negativa + - -
Staphylococcus Coagulasa Positiva + + -
Streptococcus sp. - - -
Streptococcus sp. - + -
Streptococcus sp. - - +

En e caso de bacilos positivos se reaizd la coloracion Albert para diferenciar entre
Corynebacterium sp. y Bacillus sp.. Para esta coloracid n se preparé la placa portaobjetos
de la misma manera que la empleada en coloracion Gram, paso seguido se utilizd €
colorante Albert y se observo corpusculos metacromaticos de color negro para el caso de

Corynebacterium sp. y bacilos de color verde sin ninguna diferenciacion para Bacillus ..
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En el caso de las bacterias Gram negativas se procedid a purificar las bacterias en agar
MacConkey; posteriormente se realizaron las pruebas bioquimicas: TSI (Triple Azlcar

Hierro), Citrato de Simmons, LIA (Agar Lisina Hierro), SIM, Indol, Rojo de Metilo y Urea.

Para realizar la prueba de TSI se realiz6 una puncién en e medio con una aguja que
contenia una pequefia muestra de la bacteria aidada, € medio fue incubado a 37° C por 24
horas; transcurrido este periodo se realizé la lectura en base a la reaccion del medio, estas
reacciones fueron: coloracion de la superficie inclinada y/o del fondo, formacion de

burbujas, grietas, presencia de sulfuro ferroso (color negro).

La prueba de citrato fue redizada para identificar la presencia de un grupo de
enterobacterias capaces de desarrollarse en un medio que contenga sales inorganicas de
amonio como Unica fuente de nitrégeno, citrato, carbono, diferencidndose de otras

enterobacterias que carecen de esta capacidad.

Para esta prueba se utilizé un tubo con agar citrato de Simmons, solidificado en posicion
inclinada, en e que se sembro la bacteria en prueba dejandola incubar a 37° C por 24
horas; al finalizar este periodo de incubacion se procedié a leer |os resultados, una reaccion
positiva muestra un cambio radica de color verde origina a azul intenso debido a la
acalinizacion del medio por degradacion del citrato, una reaccidn negativa no cambia la

coloracion original del medio.

Para la prueba de LIA (Agar Lisina Hierro) se cogio un tubo con agar LIA, solidificado en

posicion inclinada, en e cual se sembr6 la bacteria en prueba dejandola incubar a 37° C
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por 24 horas; a finalizar este periodo de incubacion se procedio a leer los resultados, una
reaccion positiva es aquella que mantiene la coloracion parpura propia del agar; una
reaccion negativa provoca e cambio de coloracion de purpura a amarilla debido a la

descarboxilacion de la lisina

Por medio de la prueba SIM se determind la motilidad de las bacterias, paralo cua se
utilizd tubos con 5ml de medio semisdlido, solidificado en posicion vertical, las muestras

fueron sembradas por picadura, se incubaron por espacio de 24 horas a 37° C.

En los tubos en gue crecieron bacterias no productoras de H,S & medio no estuvo
ennegrecido, en el caso de existir motilidad se constaté el trayecto seguido por las bacterias

en su desplazamiento.

Laprueba de Indol estuvo destinada a descubrir la presencia de triptéfano como producto
de la accidn bacteriana. Para el procedimiento se utilizo tubos de 5ml contenidos de caldo
tristona (rico en triptéfano) a 1% con 0.5% de NaCl; & tubo fue sembrado e incubado en
incubadoraa 37° C por 24 horas, al cabo de este periodo se practicé la prueba, afadiendo al

cultivo 0.5 ml. ddl reactivo de Kovacs.

La positividad de la prueba fue dada por la aparicion de un anillo de color rojo intenso en la

superficie del cultivo, la negatividad se dio por la presencia de un anillo del color del

medio.
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Lafinalidad de la prueba de Rojo de Metilo fue diferenciar las bacterias que fermentan la
glucosa con formacion exclusiva de &cido, por 1o que el pH del medio paso a ser acido.
Para esta prueba se usaron tubos de 5ml de caldo MRV P sembrados e incubados a 37° C
por 24 horas. La prueba se realizd adicionando al cultivo 5 gotas del reactivo rojo de
metilo. Los caldos positivos mostraron color rojo que se difundié por toda la masa del

cultivo, los negativos mantuvieron su color original.

La prueba de Urea fue empleada para demostrar la capacidad de algunas enterobacterias,
como Proteus de producir ureasa y de esta manera hidrolizar la urea, acalinizando
fuertemente el medio de cultivo, diferencidndose de otras bacterias incapaces de hacerlo,

como las Samonellas.

Se usaron tubos contenidos de 3 m. de caldo urea, se sembraron e incubaron |as bacterias a
37° C por 24 horas. Los casos positivos mostraron virgje de color amarillo inicial a rosado

intenso, 1os casos negativos no mostraron un cambio de coloracion.

Los resultados de las pruebas bioguimicas para bacterias negativas fueron interpretadas
segun la tabla de Diferenciacion de Enterobacterias por Biochemical Test. (Anexo 2). A
continuacion se presentan resultados positivos de la reaccion de las bacterias frente a

diferentes medios de cultivos (Cuadro 4.5).
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Cuadro 4.5. Reacciones de pruebas bioguimicas, Pichincha, Ecuador, 2008.

REACCION
PRUEBA

POSITIVA NEGATIVA
Catdlasa Presencia de burbujas de O». Ausencia deburbujas de O,.
Coagulasa Formacion de coégulos. Liquido homogéneo.
Manitol Cambio de color derojo aamarillo. Medio de color rojo.
Citrato Cambio de color de verde a azul. Medio de color azul.
LIA Medio de color lila. Cambio de color lilaaamarillo.
Indol Aparicion de un anillo de color rojo. Anillo de color del medio.
Movilidad Difusion a partir de lalinea de inéculo.| Ausenciade difusion.
Rojode Metilo| Cambio de color amarillo arojo. Medio de color amarillo.
Ureesa Cambio de color melon afucsia. Medio de color melon.

4.3.4. SENSIBILIDAD Y RESISTENCIA DE PATOGENOS

El antibiograma se utilizd con la finaidad de medir la sensibilidad bacteriana frente a uso
de varios antibiéticos ya que existen reacciones distintas. Por medio del antibiograma se

determind € antibiotico més efectivo para cada uno de los patégenos encontrados.

Una vez identificadas las bacterias se procedi6 arealizar dos antibiogramas por cada una de
las bacterias encontradas, para lo cual se utilizé diferentes sensidiscos para bacterias Gram

positivasy bacterias Gram negativas.

Para bacterias Gram positivas se utilizo: cloxacilina (CX), cephalexina (CL),
amoxicilinatac.clavulénico (AMC+AC), sulfatrimetoprin  (SXT), tetraciclina (TE),

enrofloxacina (ENR), penicilina (P).
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Para bacterias Gram negativas se utilizd: cloxacilina (CX), cephalexina (CL), enrofloxacina
(ENR), sulfatrimetoprin (SXT), tetraciclina (TE), neomicina (N), estreptomicina (SS).

Para realizar €l antibiograma se utiliz6 agar Sangre para antibiogramas de bacterias Gram
positivas, agar Mueller-Hinton para antibiogramas de bacterias Gram negativas, en el caso

de Corynebacterium se utiliz6 agar de Mueller-Hinton con 5% de sangre desfibrinada.

Para este procedimiento fue necesario verificar que todos los medios estén correctamente
elaborados y libres de contaminacion. En el caso de las cajas petri para la elaboracion de
antibiogramas €l agar debi6 tener una capa de 5mm de espesor, cubriendo en su totalidad la

caja petri, €l agar estuvo completamente gelificado parainiciar el procedimiento.

L as bacterias fueron sembradas en Caldo Cerebro Corazon paralo cua se utilizd tubos con

5ml de caldo, se dej6 incubar por 12 horas hasta que € caldo este turbio.

Se usaron pipetas de 1ml con las que se recogio la suspension del germen que presentaba
una alta turbidez, la suspension debe cubrir la superficie de la cgja petri, se elimind d

sobrante y se dgjo secar e indculo por un periodo de 3 minutos.

Después de trascurrido este periodo se coloco los sensidiscos escogidos de acuerdo a la
clasificacion de la bacteria. Los discos se colocaron sobre el agar mediante pinzas estériles,
se oprimi 6 los discos suavemente con una pinza para asegurar €l contacto de los discos con
el medio de cultivo. Se colocaron siete discos por cada cga los cuales estuvieron
espaciados de manera gque la distancia a la pared de la placa sea de 15 mm. y entre ellos de

30 mm.
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Las muestras fueron incubadas a 35 — 37° C por un periodo de 24 horas aproximadamente.
Una vez gque se observo claramente los aros alrededor de los discos se procedio a medir

con una regla milimetrada de forma circular la zona de inhibicién.

Los resultados fueron analizados de acuerdo a aro que presentd cada uno de los discos
utilizados. Laausencia de aro se interpretd como laresistencia de la bacteria a antibiético,
mientras que la presencia de aro se interpreté como la sensibilidad de la bacteria frente a
antibiético, lo cual depende de la concentracion de antibidtico en el disco para determinar si

fue sensible, intermedio o resistente, de acuerdo a escalas estandarizadas.

4.35. ANALISISDE LA INFORMACION

La informacion se analizd con estadistica descriptiva (promedio, error estandar y

coeficiente de variacion) y diferentes técnicas graficas.

Para comparar € diametro del halo de los patdgenos, entre tipo de hacienda y antibidticos,

seredlizd un andlisis de varianza en arreglo factorial, bajo el siguiente modelo matemético:

Yijkl =+ Al + Pj + Hk + APij + AHik + PHjk + APHijk +eijkl

Donde;
nm =media general
Ai= efecto ddl i-esimo antibiético

Pj= efecto del j-esmo patdgeno
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Hk= efecto de la k-esma hacienda

APij= efecto de lainteraccidn antibidtico patdgeno

AHik= efecto de la interaccion antibiotico hacienda

PHjk= efecto de lainteraccién patdgeno hacienda

APHijk= efecto de la interaccién antibidtico patdégeno hacienda

eijkl= error experimental

Ademés se redlizaron pruebas de comparacion de media de Duncan a 5% para antibioti cos,

patdgenos, haciendas e interacciones.
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V. RESULTADOSY DISCUSION

5.1. PREVALENCIA DE MASTITIS

De las 1321 vacas en ordefio fueron muestreadas 141, lo que corresponde a 10,67% de
vacas con madtitis en las 20 haciendas visitadas. Para determinar el porcentgje de
prevalencia se considerd el niumero de vacas en ordefio versus las vacas muestreadas de
cada hacienda. Las haciendas con menor prevalencia de madtitis fueron: Gamboa,
Aychapicho, Los Cedros, La Gitanilla, Sigsicunga, El Relicario y El Consuelo las mismas

que presentaron menos del 3% de vacas con mastitis (Cuadro 5.1y Figura 5.1).
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Cuadro 5.1. Porcentaje de mastitis en los hatos ganaderos de la Provincia de
Pichincha, Ecuador, 2008.

VACAS VACAS %
N> HACIENDA HACIENDA ORDENO M UESTREADAS [ PREVALENCIA

1 San Luis Intipungo 38 3 7,89
2 San Juan Escalera 21 2 9,52
3 Aychapicho 178 1 0,56
4 Sigsicunga 80 1 1,25
5 Gamboa gd 1 0,00
6 Santa Teresita 25 2 8,00
7 Maria |sabel 36 3 8,33
8 San Francisco 30 2 6,67
9 El Consuelo 58 1 1,72
10 Particular 10 1 10,00
11 Los Cedros 142 1 0,70
12 LaGitanilla 120 1 0,83
13 El Rdicario 64 1 1,56
14 El Prado 83 9 10,84
15 Miraflores 85 13 15,29
16 San Juan 47 21 44,68
17 San Carlos- Chaupi 50 10 20,00
18 Cadet 45 12 26,67
19 San Carlos 94 25 26,60
20 El Malino 115 31 26,96

TOTAL 1321 141 10,67

La hacienda con mayor prevalencia de mastitis en su hato fue San Juan con €l 44,68%, la

misma que tenia 47 vacas en ordefio y 21 muestreadas. A continuacion se encontraron las

haciendas. El Molino, Cadet y San Carlos con el 26,96%, 26,67% y 26,60%, de prevalencia

respectivamente (Figura5.1).
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1 2 3 4 5 &6 F & 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Haciendas
1 SenLuisintipungo | 6 SantaTeresita| 11 LosCedros | 16 San Juan
2 SanJuan Escalera 7 Marialsabe |12 LaGitanilla [ 17 San CarlosChaupi
3 Aychapicho 8 SanFrancisco |13 El Reicario | 18 Cadet
4 dgscunga 9 El Consuelo |14 El Prado 19 San Carlos
5 Gamboa 10 Particular 15 Miraflores | 20 El Malino

Figura 5.1. Porcentaje de prevalencia de mastitis por hacienda ganadera de la
provincia de Pichincha, Ecuador, 2008.

52. NIVEL TECNOLOGICO DE LOSHATOS

Las haciendas fueron calificadas de acuerdo a las buenas préacticas de ordefio y se
dividieron en haciendas de tipo: A, B, C, D. Las haciendas de tipo A (nivel bueno)
cumplen con pardmetros de limpieza y caidad de la leche durante € ordefio. Haciendas B,
C y D generamente tienen algunas falencias en lo referente a higiene de materiales y
equipos, o incumplimiento de normas dentro de los procesos del ordefio, siendo clasificadas

en niveles medio, regular y malo respectivamente (Cuadro 5.2).
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Cuadro 5.2. Tipos de haciendas seguin su calificacién, Pichincha, Ecuador, 2008.

TIPO DE ,
HACIENDA NOMBRE CALIFICACION
A El Rdicario 19,48
B LaGitanilla 16,16
B Miraflores 17,12
B San Juan 16,20
B San Carlos 17,35
C San Luis Intipungo 13,38
C Gamboa 12,50
C Santa Teresita 14,01
C Maria |sabel 12,95
C San Francisco 12,88
C El Consuelo 15,10
C Particular 13,31
C LosCedros 13,45
C El Prado 13,44
C San Carlos-Chaupi 12,90
C Cadet 12,61
C El Molino 15,03
D San Juan Escalera 11,52
D Aychapicho 11,52
D Sigsicunga 12,40

Existen un desigual nimero de hatos por cada tipo de hacienda, de acuerdo a su
calificacion. El grado de infeccion no tiene una relacion directa a tipo de hacienda, debido
a gue la mastitis se presenta en todos los hatos, pues es una enfermedad multifactorial y por

tanto dificulta su erradicacion (Cuadro 5.3).

-03-



Cuadro 5.3. Tipos de haciendas y grado de masgtitis de las haciendas, Pichincha,
Ecuador, 2008.

TIPO DE HACIENDAS
GRADO DE MASTITIS
HACIENDA Ne PORCENTAJE (%)
A 1 5 2
B 4 20 3
C 12 60 2
D 3 15 3
TOTAL 20 100

Fueron veinte haciendas muestreadas, de las cuales el 60% correspondieron a haciendas de
tipo C, & 20% haciendas tipo B, € 15% haciendas D y por Ultimo € 5% para haciendas
tipo A. Para los tipos de hacienda se observo que e grado de mastitis se presento
indistintamente, asi haciendas tipo A tuvieron grado 2, haciendas B grado 3, haciendas C

grado 2y tipo de haciendas D grado 3 (Cuadro 5.3 y Figura5.2).

2
| ‘
1
C D B A

Tipo de Hacienda

Grado de infeccidn

[=]

Figura 5.2. Grado de infeccion segln € tipo de hacienda, Pichincha, Ecuador, 2008.
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53. PATOGENOSIDENTIFICADOS

De acuerdo a las pruebas bioguimicas realizadas se presentan a continuacion los patogenos

encontrados en las distintas haciendas visitadas (Cuadro 5.4 y Cuadro 5.5).

Cuadro 5.4. Bacterias Gram negativas encontradas en haciendas ganaderas de la

provincia de Pichincha, Ecuador, 2008.

BACTERIAS GRAM NUMERO PORCENTAJE TIPO
NEGATIVAS (%) HACIENDA
Aeromona cavia 1 0,71 C
Shewanella putrefasciens 1 0,71 C
Shigella sp. 1 0,71 C
Pseudomona fluorescens 1 0,71 B
Enterobacter 2 1,42 C.B
Escherichiacoli 2 1,42 C,D
Pseudomona sp. 3 2,13 C,B
Ausencia 130 92,20 AB,C
TOTAL 141 100

El 92,20% de las muestras recolectadas correspondieron a los tipos de hacienda A, B 'y C,

en los cuaes no hay presencia de bacterias Gram negativas.

El 2,13% correspondié a Pseudomonas sp. en las haciendas B y C; 1,42% a Enterobacter y
E. coli en las haciendas de tipo B, C y C, D respectivamente. Los patdgenos como:

Aeromona cavia, Shewanella putrefasciens, Shigella sp. y Pseudomona fluorescens,

pertenecieron a haciendas de tipo B y C, con € 0,71% cada una (Figura 5.3).
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O Shigella sp.
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Figura 5.3. Bacterias Gram negativas presentes en haciendas ganaderas de la
provincia de Pichincha, Ecuador, 2008.

A diferencias de las bacterias Gram negativas, en las bacterias Gram positivas Unicamente
en sais muestras hubo ausencia de crecimiento, en las demés se identificd nueve patégenos

(Cuadro 5.5).

Cuadro 5.5. Bacterias Gram positivas encontradas en haciendas ganaderas de la
provincia de Pichincha, Ecuador, 2008.

BACTERIAS GRAM ) TIPO
POSITIVAS NUMERO PORCENTAJE| HACIENDA
Bacillus cereus 1 0,65 B
Staphylococcus haemolitycus 1 0,65 D
Staphylococcus simulans 1 0,65 C
Ausencia 6 3,92 B,CD
Bacillus sp. 7 4,58 B,C
Staphylococcus coagulasa (+) 8 5,23 B,C
Staphylococcus coagulasa (-) 19 12,42 A,B,C,D
Streptococcus sp. 25 16,34 B,C
Corynebacterium sp. 32 20,92 B,C
Staphylococcus aureus 53 34,64 B,C
TOTAL 153 100
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Saphylococcus aureus representd 34,64%, Corynebacterium 20,92% y Streptococccus
16,34%, siendo estos los valores més representativos del total de los patdgenos encontrados

los cuales se encontraban ubicados en haciendas de tipo B y C (Figura 5.4).

Saphylococcus coagulasa (-) participd con @ 12,42% repartido en todas las haciendas.
Saphylococcus coagulasa (+) con un porcentgje del 5,23%, seguido de: Bacillus sp. con €l
4,58%, las mismas que se ubicaron en tipos de haciendas B y C. Ausencia 3,92% en
haciendas B, C y D. Con & 0,65 % se encuentrac Bacillus cereus, Saphylococcus
haemolitycus y Staphylococcus simulans; en las haciendas B, D y C respectivamente

(Figura5.4).

O Bacillus cereus

B Staphylococcus haemolitycus
5% . O Staphylococcus simulans
12% O Ausencia

O Bacillus sp.

5% @ Staphylococcus coagulasa (-)

B Staphylococcus coagulasa (+)
B Streptococcus sp.

16%

21%
B Corynebacterium sp.

B Staphylococcus aureus

Figura 5.4. Bacterias Gram positivas presentes en haciendas ganaderas de la
provincia de Pichincha, Ecuador, 2008.
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5.4. SENSIBILIDAD DE PATOGENOSA LOSANTIBIOTICOS

Para conocer la sensibilidad de los antibidticos frente a los patdgenos Gram negativos se
utilizaron siete tipos de sensidiscos. TE (Tetracicling), CL (Cephalexina), CX
(Cloxacilina), SS (estreptomicina), SXT (Sulfatrimetoprin), N (Neomicina), y ENR

(Enrofloxacing).

Para las bacterias Gram positivas se utilizaron los siguientes sensidiscos: TE (Tetraciclina),
CL (Cephalexina), CX (Cloxacilina), P (Penicilina), SXT (Sulfatrimetoprin), AMC+AC

(Amoxicilina + Acido clavul6nico), y ENR (Enrofloxacina).

Cada uno de los sensidiscos utilizados fueron de diferentes concentraciones y de diferente

interpretacion para determinar la sensibilidad y resistencia

54.1. REACCION DE LOS PATOGENOS FRENTE A CADA
ANTIBIOTICO

Al comparar cada una de las bacterias Gram negativas frente a los antibioticos propuestos
se llegd a determinar que Aeromona cavia, fue sensible a todos los antibidtico, mientras
gue Enterobacter sp., Escherichia coli fueron intermedias para Cephalexina, para el resto
de antibidticos estas bacterias presentaron resistencia, P. fluorescens, Pseudomona sp.
fueron resistentes para Cephalexina, Cloxacilina, intermedios para Sulfatrimetoprin, y para
el resto de antibidticos son resistentes, Shewanella putrefasciens fue resistente para

Cephalexina, Cloxacilina, y para € resto de antibidticos fue sensible.  Shigella sp. fue
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resistente para Estreptomicina mientras que para e resto de antibidticos fue sensible
(Figura5.5).

Para las bacterias Gram positivas se determinG que Bacillus sp, Corynebacterium,
Saphylococcus coagulasa negativa, Staphylococcus coagulasa positiva, Saphylococcus
aureus, Streptococcus sp.  fueron resistentes a Cloxacilina, intermedios para Penicilina 'y
para € resto de antibidticos estas bacterias presentaron sensibilidad, Bacillus cereus
presentd resistencia a todos los antibidticos excepto para Enrofloxacina 'y Tetraciclina que
fueron sensibles. Saphylococcus haemolitycus es intermedio para Cephalexina, sensible
para AmoxicilinatAc.Clavulonico y para € resto de antibidticos presentd resistencia.
Saphylococcus simulans fue resistente para Cloxacilina y Penicilina mientras que para €
resto de antibidticos fue sensible. Se determind que todas las bacterias Gram positivas

presentaron resistencia para la Cloxacilina (Figura 5.6).

El patbgeno més representativo en esta investigacion fue Staphylococcus aureus con
34,64% de un total de 141 muestras, estos resultados concuerdan con los datos obtenidos
por Martin et al. (2002) en una investigacion realizada en Chile en la X2 Region, donde
encontré a Staphylococcus aureus con 55,53% como patdgeno mas representativo de un
tota de 2000 muestras. En la misma investigacion redlizada en la V Regién y Regién
Metropolitana se encontré a Escherichia coli (40,76%) como patégeno mas representativo,
discrepando con la presenta investigacion cuyo patégeno Gram negativo mas representativo

fue Pseudomonas sp. que representa (2,13%).
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Figura 5.5. Sensibilidad de los patdgenos Gram negativas frente a los antibiéticos,
Ecuador, 2008.
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Figura 5.6. Sensibilidad de los patdgenos Gram negativas frente a los antibiéticos,

Ecuador, 2008.
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54.2. REACCION DE LOS ANTIBIOTICOS FRENTE A CADA

PATOGENO

Segun e andlisis estadistico se determinG que todos los tratamientos presentaron
sensibilidad para Aeromona cavia, la Cloxacilina fue resistente para todas las bacterias
Gram negativas a excepcion de Aeromona cavia y Shigella sp. que presentaron
sensibilidad; |a estreptomicina es sensible para todas las bacterias a diferencia de Shigella
Sp. que es resistente a este antibidtico, Cephalexina es sensible para Shigellas. y Aeromona
cavia, eintermedio para Enterobacter sp. y Escherichia coli mientras que para el resto de
bacterias este antibidtico fue resistente. Enrofloxacina al igual que Tetraciclina son
sensibles para todos |os casos, Neomicina es resistente Unicamente para Escherichia coli ya
gue para € resto de bacterias es sensible. Sulfatrimetoprin es intermedio para Pseudomona

fluorescens y Pseudomona sp., para el resto de bacterias es sensible (Figura 5.7).

En e caso de las bacterias Gram positivas estas presentaron caracteristicas de reaccion
similares frente a los siguientes antibidticos siendo todas las bacterias analizadas
resistentes para Cloxacilina, en € caso de penicilina presentaron resistencia
Saphylococcus haemolitycus, Staphylococcus simulans y Bacillus cereus, para el resto de
bacterias este antibidtico fue intermedio. Enrofloxacina y Tetraciclina fueron resistentes
para Saphylococcus haemolitycus mientras que para el restos fueron sensibles.
AmoxicilinatAc.Clavulonico presento resistencia para Bacillus cereus, para el resto de
bacterias este antibidtico fue sensible. Cephalexina fue intermedio para Staphylococcus

haemolitycus, fue resistente para Bacillus cereus, y para el resto de bacterias fue sensible.
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Sulfatrimetoprin es resistente para Bacillus cereus y Staphyl ococcus haemolitycus, mientras

que para el rego de bacterias es sensible (Figura 5.8).

Las bacterias Gram positivas presentaron sensibilidad intermedia y resistencia en la
mayoria de los casos para Penicilina, datos que concuerdan con Martin et al. (2002),
guienes obtuvieron atos porcentgjes de resistencia (>25%) para Staphylococcus aureus,
Streptococcus spp. Yy Saphylococcus coagulasa negativo; de manera similar sucede con
Lopez et al. (2006), donde de 17 aislamientos mostraron resistencia a Ampicilina (85%),

Dicloxacilinay penicilina

De las bacterias Gram positivas Unicamente Bacillus cereus fue resistente a
Amoxicilina+Ac.Clavulénico; discrepando con Martin et al. (2002), quienes obtuvieron
altos porcentgjes de resistencia (>25%) para Staphylococcus aureus, Streptococcus spp. 'y

Saphylococcus coagulasa negativo.

Unicamente Staphylococcus haemolitycus presentd resistencia a Tetracicling, datos

similares a los obtenidos por Lopez et al. (2006), donde solo & 5% del aisamiento mostré

resistencia a cefuroxima/lincomicina, eritromicinay tetraciclina
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5.4.3. DETERMINACION DEL DIAMETRO

Al analizar el didmetro de los halos se encontraron efectos e interacciones significativas
para los antibidticos, patdgenos, tipo de hacienda. En el caso de antibidtico vs. patdgeno
existe diferencia estadisticamente significativa (Fs 48=1,43; p=0,0291), esto se debe a que
cada patdgeno tiene una diferente reaccién a ser tratado con distintos antibiéticos (Cuadro

5.6).

En el andlisis k& las bacterias Gram negativas s existe diferencias significativas entre
antibidtico vs. tipo de hacienda (Fs 12=2,07; p<0,0277), debido a que en cada hacienda los
antibidticos se mangian de forma independiente; ademés la madtitis se presentd
esporadicamente en todo tipo de hacienda, muchas veces sin importar el nivel tecnolégico
de las mismas, pues es necesario considerar otros factores que influyen en la presencia de
mastitis en un hato. Para las demas fuentes de variacion existieron diferencias

significativas (Cuadro 5.6).
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Cuadro 5.6. Anédlisis de varianza del didmetro de bacterias Gram positivasy Gram

negativas, Ecuador, 2008.

DIAMETRO (p-valor)
Fuente de Variacion GRAM GRAM
POSITIVAS NEGATIVAS

Modelo <0.0001 <0.0001
Antibidtico <0.0001 <0.0001
Pat6geno <0.0001 <0.0001
Tipo de hacienda 0.0048 <0.0001
Antibidtico vs.Patogeno 0.0291 <0.0001
Antibidtico * Tipo de hacienda 0.0020 0.0277
Patogeno* Tipo de hacienda 0.0003 <0.0001
Antibidtico * Patdgeno* Tipo de hacienda <0.0001 <0.0001
CV% 27.65% 14.55%

Valores corresponden ala probabilidad asociada a cada fuente de variacion.

Para este andlisis se procedié a medir € diametro del halo que presenté cada uno de los
patégenos frente a los diferentes antibidticos, cabe recalcar que € didmetro de 6mm
representa el didmetro del disco, en este caso se considerd como resistente. Para determinar
la sensibilidad de los patégenos frente a los antibiéticos es importante tomar en cuenta la
concentracion de cada uno de ellos. Este pardmetro es necesario ya que la concentracion de
cada uno de los discos es diferente por lo tanto su interpretacion es especifica para cada

uno.

Con respecto a los antibiéticos utilizados para Aeromona cavia se determiné que TE mostré
menor didmetro que ENR ya que son estadisticamente diferentes, de igual manera €

diametro del halo en bacterias Gram negativas se apreciaen e Cuadro 5.7.
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Cuadro 5.7. Promedio + error estandar de las bacterias Gram negativas, Pichincha,
Ecuador, 2008.

ANT. Aeromona | Enterobacter sp. [ Shigdla sp. E. coli Pseudomona Pseudomona Shewanella

Cavia fluorescens Sp. Putrefaciens
CL |28 + 2 |16 + 58 &b |30 + 0 e|145+ 1 b | 6 +0a 6+ O0a|6+ 0a
CX |26+ 0&| 9+ 17 a |20+ 00D 6+ 0a| 6+0a 6+ O0al|b6+o0a
ENR |25 + 3 a |32+ 41 c |30 + 0 e|175+ 1 bc|31 +1 d 273 + 07 d |27 + 3D
N 27 + 1 |18 + 34 abc|27 + 1 d|185 + 1 cd|25 + 1 c 243 + 26 cd|25 + 3 Cd
SS |26+ 0 |16 + 63 ab | 6 + 0 a|173 + 13 bc|32 + 0 d 20,7 + 22 ¢ |20 + O Bc
SXT [26 + 0 ab|21 + 7 abc|29 + 1 de|] 23 + 24 e |12 + 2 b 147 + 04 b |16 + 0 B
TE 31+ 1 b(30 + 08 bc (23 + 1 c|21,3 + 05 de|31 + 1 d 283 + 08 d |26 + O
Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas (p £ 0,05).

Con respecto a los antibidticos utilizados para Saphylococcus aureus se determiné que
AMCHAC, CX, ENR, TE, son estadisticamente diferentes, el antibidtico que mostré mayor
diametro de halo fue ENR y e menor didmetro fue de CX, las interpretaciones de las otras

bacterias se puede apreciar en el Cuadro 5.8.

Cuadro 5.8. Promedio + error estandar de las bacterias Gram positivas, Pichincha,
Ecuador, 2008.

Corynebacterium

ANT. Bacilluscereus Bacillus sp. St. aureus - St. Coagulasa -
AMC+AC|120 + 00 c |281 + 23 b|283 + 0,7 e | 269 + 10b[297 + 11 e
CL 90 + 10 abc| 283 + 1,0 b|269 + 0,4 de| 256 + 09 b |280 + 0,9 de
CX 60 + 00a |167 + 22 a|165 + 06 a | 168 + 09 a|156 + 1,2 a
ENR [260 + 20e |257 + 08 b|263 + 04 d| 265 + 08 b |[268 + 0,4 de
P 70 + 10 ab | 283 + 26 b|265 + 09 d | 279 + 09 b[255 + 1,7 cd
SXT 100 + 00 bc |193 + 20 a|206 + 04 b | 178 + 11 a|198 + 08 b
TE 200 + 00d |266 + 14 b|241 + 06 ¢ | 251 + 11 b|232 + 13 ¢

Con respecto a los antibiéticos utilizados para Streptococcus sp. se determiné que CX, P,

SXT, TE son estadisticamente diferentes, en este caso € antibiético que mostré mayor
diametro de halo fue P y e menor didmetro fue SXT, las otras interpretaciones se pueden

apreciar en e Cuadro 5.9.
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Cuadro 5.9. Promedio + error estandar de las bacterias Gram positivas, Pichincha,
Ecuador, 2008.

ANT. St.Coagulasa+ St. haemolitycus | St. simulans | Streptococcus sp.
AMC+AC 24 + 14 bc| 21 + 1d|22+ 0c| 244 + 0,7 de
CL 264 + 14 c 16 + 2c¢c|29 + 1 d| 23,3 + 0,7 de
CX 139 + 1,7 a 10 + Ob|15+ 1 b| 106 + 0,7 a
ENR 258 + 16 bc|] 15 + 1 c |31+ 1d| 222+ 0,7 cd
P 206 + 21 b 20+ 0d|11+1a] 25+ 1e
SXT 21 + 0,8 b 6+ 0Oal22+0c| 161+ 1b
TE 223 + 25bc| 11 + 1 b|29 + 1 df 205+ 08 c

L etras distintas en la misma columnaindican diferencias significativas (p £0,05).

En e caso de Sulfatrimetoprin presenta diferencias estadisticas entre P. fluorescensy

Shigella sp. (Cuadro 5.10).

Cuadro 5.10. Promedio + error estandar de antibidticos usados para bacterias Gram
negativas, Pichincha, Ecuador, 2008.

PATOGENO Cephalexina Cloxacilina Enrofloxacina Neomicina Estreptomicina | Sulfatrimetoprin Tetraciclina

Aeromonacavia | g5 4 20 bh|260 + 00 c|250 + 30 b|27,0 + 10 a| 60 + 00 a [260 + 00 bc | 31,0 + 10 be
Enterobacter p- | 169 + 58 a| 90 + 17 a|320 + 41 b|180 + 34 a|260 + 00 ¢ |240 + 70 ac|300 + 08 ke
Escherichiacoli | 145 + 10 al 60 + 00 a|175 + 10 a|185 + 10 a|160 + 63 a | 230 + 24 ac|21,3 + 05 a

P fluorescens | 60 + 00 a| 60 + 00 a|310 + 10 b| 250 + 10 a|173 + 13 b | 120 + 20 a | 310 + 10 ¢

Pseudomonasp. | 64 4+ 00 a| 60 + 00 a|273 + 07 b|243 + 26 a[320 + 00 ¢ 147 + 04 ab|283 + 08 ke
Shewanella

putrefasciens | 60 + 00 a| 60 + 00 a|270 + 30 b|250 + 30 a|207 + 22 ¢ | 160 + 00 ac|260 + 00 abc
Shigellasp. | 30,0 + 00 b|20,0 + 00 b|300 + 00 b|270 + 10 a|200 + 00 bc|290 + 10 ¢ |23,0 + 10 ab

L etras distintas en la misma columna indican diferencias significativas (p £ 0,05).

AMC+AC.Clavulénico presenta diferencias significativas entre

haemolitycus, las interpretaciones de los otros antibidticos (Cuadro 5.11).
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Cuadro 5.11. Promedio + error estandar de antibidticos usados para bacterias Gram
positivas, Pichincha, Ecuador, 2008.

PATOGENO AMCH+Ac, Clav, Cephalexina Cloxacilina Enrofloxacina Penicilina SXT Tetraciclina
Bacillus cereus 120 + 00 a 90 + 10 a [ 60 + 00 a 260 + 20 c| 70 + 10 a [100 + 00 a [200 + 00 b
Bacillus sp. 281 + 23 d [283 + 10 d [167 + 22 d 257 + 08 c 283 + 26 193 + 20 bc|266 + 14 o
Corynebacterium sp.
269 + 10 cd [256 + 09 cd|[168 + 09 d 265 + 08 c|27,9 + 09 178 + 11 bc|251 + 11 bed
St aureus 283 + 07 d [269 + 04 cdf[165 + 06 d 263 + 04 c|265 0,9 20,6 04 bc|241 + 06 bod
S. Coagulasa (-)
297 + 11 d [280 + 09 d [156 + 12 cd | 268 + 04 c|255 + 17 198 + 08 bc[232 + 03 bcd
S. Coagulasa (+)
240 + 14 bed| 264 + 14 cd|[139 + 17 abed| 258 + 16 c[206 + 21 21,0 + 08 bc|223 + 25 he
S. simulans 220 + 00 bc [160 + 20 b [100 + 00 a |150 + 10 a[200 + 00 60 + 00 a [110 + 10 a
<. haemolitycus
21,0 + 10 b [290 + 10 d [150 + 10 bod | 310 + 10 d[110 + 10 220 + 00 c [290 + 10 d
Streptococcus sp.
244 + 07 bed| 233 + 07 ¢ [106 + 07 abc | 222 + 07 b[250 + 10 161 + 10 b [205 + 08 b

L etras distintas en lamisma columnaindican diferencias significativas (p £ 0,05).
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V1. CONCLUSIONES

El desconocimiento de las buenas précticas durante el proceso de ordefio es un factor

desfavorable que permite € desarrollo y proliferacion de la mastitis.

El CMT es una prueba de campo de alta sensibilidad que ayuda a identificar alos animales
enfermos, 10 cual permite recoger muestras para ser analizadas en el laboratorio y de este
modo se llega aidentificar el agente causal de la enfermedad y el antimastitico més efectivo

para un correcto tratamiento.

El grado de mastitis presente en los hatos no depende Unicamente de las buenas précticas de
ordefio, asi las haciendas de tipo B y D, presentan el mismo grado y de igual manera ocurre
con las haciendas A y C; esto se debe a que la mastitis es una enfermedad multifactorial,
por lo cual se toma en cuenta otros factores como: €l ambiente, resistencia de antibiéticos,

nutricion, genética, detergentes utilizados, etc.

El mayor porcentaje de prevalencia de mastitis se present6 en la Hacienda San Juan a pesar
de tener una calificacion de tipo B; los posibles motivos fueron una carencia de tratamiento
adecuado y oportuno, el uso indiscriminado de un mismo antibiético y una mala aplicacion

de las précticas de ordefio.

Las bacterias Gram positivas nmés representativas fueron: Staphylococcus aureus con €l

34,64%, Corynebacterium con & 20,92% y Streptococccus con 16,34%. En las bacterias
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Gram negativas se encontrd € 92% de ausencia, lo cua indica que en nuestro medio éstas
no inciden significativamente en el desarrollo de la enfermedad; asi: Pseudomonas sp.

corresponde al 2,13%, Enterobacter y E. coli representan el 1,42%.

Los antibidticos més eficientes para un correcto tratamiento contra bacterias Gram
negativas fueron Tetraciclina, Enrofloxacina y Neomicina, ya que las bacterias presentan
un elevado indice de sensibilidad. En €l caso de las bacterias Gram positivas la mayoria de
antibidticos ayudo eficientemente en e control de mastitis, principalmente Amoxicilina +
Acido Clavulénico, Enrofloxacinay Tetraciclina, a excepcion de Cloxacilina que present6

resistencia para todos los casos.

La bacteria Gram negativa mas sensible a los antibidticos utilizados fue Aeromona cavia,;
los demas patdégenos Gram negativos mostraron sensibilidad a los antibidticos
presenténdose algunas excepciones. Enterobacter sp. fue resistente a CX e intermedia a
CL; Shigella sp. fue resistente a SS; Escherichia coli fue resistente a CX y ENR e
intermedio para CL; Pseudomona fluorescens y Pseudomona sp. presentaron resistencia a
CL y CX, eintermedias a SXT; Shewanella putrefasciens presento resistenciaa CL y CX .

En el caso Saphylococcus aureus, Saphylococcus coagulasa(+), Staphylococcus
coagulasa(-), Bacillus sp., Corynebacterium y Streptococcus sp. presentaron caracteristicas
de reacciones similares, siendo resistentes para CX, intermedias para P y sensibles para los
demas antibidticos. Saphylococcus simulans fue resistente a CX y P, mientras que
Bacillus cereus presentd sensibilidad Unicamente para ENR y TE. Staphylococcus

haemolitycus fue sensible a AMC+AC.
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VIl.RECOMENDACIONES

Es necesario fomentar el buen manegjo del hato durante e proceso de ordefio, en e caso de
una alta prevalencia de mastitis es importante incentivar a ganadero para que los animales
no Utiles para la explotacién lechera, sean descartados y asi evitar e contagio al resto del

hato.

Se recomienda redlizar la prueba de CMT mensualmente ya que esta contribuye a tener un
manejo adecuado de mastitis y un mayor control sobre e hato, evitando grandes pérdidas
econdmicas. Por € mismo hecho de ser una prueba de campo ayuda a un diagnostico

oportuno para tomar medidas necesarias para su control.

Para la toma de muestras es importante capacitar a las personas encargadas del ordefio para
un correcto procedimiento de las mismas y de esta manera evitar falsos positivos a

momento del andlisis.

Se recomienda que todos los hatos ganaderos trabgjen conjuntamente con laboratorios

bacteriol 6gicos propios o particulares; esto permitira realizar un tratamierto eficiente con el

antibi 6tico més oportuno de acuerdo al patdgeno encontrado como causante de la infeccion.

Se debe evitar € uso indiscriminado de un mismo antibidtico en e hato, pues este

procedimiento provoca gque las vacas presenten resistencia a dicho tratamiento.
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VIl. RESUMEN

El objetivo de este trabgo fue aislar e identificar los agentes causales de mastitis y
determinar la sensibilidad de los patégenos en las muestras frente a los diferentes
antibidticos utilizados. Para lo cua se recolectaron muestras de leche en 20 haciendas
ubicadas en la provincia de Pichincha, a una atura de 600 a 3.087 m.s.n.m con una
temperatura promedio de 16.35 © C; se recogieron muestras de leche con mastitis clinicay
muestras con mastitis subclinica a partir de grado dos, empleando para €ello la prueba de
CMT (Cdlifornia Magtitis Test). La fase de laboratorio se llevé a cabo en los Laboratorios
Veterinarios del Instituto Nacional de Higiene, ubicado en la provincia de Pichincha,
canton Quito, parroquia Guamani; a 12.5 Km. de la Panamericana Sur, entrada a Beaterio.
En e mismo que fueron sembradas las muestras de leche en agar sangre y MacConkey e
incubadas por 24 horas a 37°C. Posterior a su crecimiento se realizo: la coloracion Gram,
pruebas bioquimicas de catalasa, coagulasa y manitol para identificar bacterias Gram-
positivas y pruebas bioquimicas con citrato de Simmons, TSI, urea, indol, Rojo de Metilo -
Voges-Proskauer (RM-VP), Lysine iron agar ( LIA) para identificar bacterias Gram-
negativas. Las pruebas bioguimicas permitieron una clara identificacion del patdgeno,
siendo cada colonia una unidad experimental. Para determinar € antibidtico més eficiente
se midi6 la longitud del halo en milimetros con dos repeticiones y siete antibidticos. La
informacion se analizo con estadistica descriptiva (promedio, error estandar y coeficiente
de variacion) y diferentes técnicas gréficas, se realizé también un andlisis de varianza en
arreglo factorial. Ademés se realizaron pruebas de comparacion de media de Duncanal

5%. Una vez identificadas las colonias se procedié a realizar su respectivo antibiograma,
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paralo cua se utilizé diferentes sensidiscos de acuerdo a su clasificacion, los sensidiscos a
utilizarse  fueron:  Neomicina y  Estreptomicina para bacterias  negativas,
Amoxicilinat+Ac.clavulénico y Penicilina para bacterias positivas; ademéas de Cephalexina,
Cloxacilina, Sulfatrimetoprin, Tetraciclina 'y Enrofloxacina los cuales son utilizados para
las dos clases. Mediante los resultados de la presente investigacion se determind que €l

mayor porcentgje de prevalencia de mastitis se presenté en la Hacienda San Juan con €

44,68%. Las bacterias Gram positivas més representativas fueron: Staphylococcus aureus
con e 34,64%, Corynebacterium con € 20,92% y Sreptococccus con 16,34%. Las
bacterias Gram negativas mas representativas fueron: Pseudomonas sp. con €l 2,13%,
Enterobacter y E. coli representando el 1,42%. Los antibi6ticos mas eficientes para un
correcto tratamiento de bacterias Gram negativas fueron Tetraciclinay Neomicina; en €

caso de las bacterias Gram positivas la mayoria de antibiéticos podran ayudar
eficientemente en e control, a excepcion de Cloxacilina que fue resistente para todas las
bacterias, en cuento a Penicilina las bacterias presentan sensibilidad intermedia y

resistencia.
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X1. ABSTRACT

The objective of this document was to separate and to identify the causes of mastitis and to
determine the pathogens sensitivity in the samples against the different antibiotics used.

For this purpose, milk samples were collected in 20 properties located in the province of

Pichincha, at a height of 600 to 3.087 m.s.n.m with an average temperature of 16,35 °C;
samples of milk with clinical mastitis were taken and samples with subclinical mastitis
from degree two, test CMT (Californian Mastitis Test) was used. The laboratory phase was
carried out in the Veterinary Laboratories from the National Institute of Hygiene, located in
the province of Pichincha, Quito, Guamani parish; at a distance of 12,5 km. from the
Panamericana highway, by the Beaterio convent. In this laboratory milk samples were
seeded in agar blood and MacConkey and incubated for 24 hours at 37°C. Additionally to
this, the Gram coloration; biochemical tests of catalasa, coagulasa and nanitol to identify
Gram positive bacteria and biochemical tests with citrato of Simmons, TSI, urea, indol,
Red of Methyl - Voges-Proskauer (RM-VP), Lysine iron to identify Gram negative bacteria
were performed. The biochemical tests showed a clear identification of the pathogen, being
each colony an experimental unit. In order to determine the most efficient antibiotic the
length of haul was measured in millimetres with two repetitions and seven antibiotics. The
information was analyzed with descriptive statistics (average, standard error and variation
coefficient) and different graphical techniques, a variance anaysis was aso made in
factorial adjustment. Duncan average comparison tests were made to 5%. Once the

colonies were identified, the corresponding antibiograma was made, for which different
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sensidiscos were used according to their characteristics, the sensidiscos used were:
Neomicina and Estreptomicina for negative bacteria, AmoxicilinatAc.clavulénico and
Penicilina for positive bacteria; in addition to Cephalexina, Cloxacilina, Sulfatrimetoprin,
Tetraciclina and Enrofloxacina which were used on both types. By means of the present
results taken from the present investigation, it was determined that the greater percentage of
prevalence of mastitis appeared in the San Juan Property with 44.68%. The more
representative positive Gram bacteria were: Staphylococcus aureus with  34.64%,
Corynebacterium with 20.92% and Streptococccus with 16.34%. The most representative
negative Gram bacteria was. Pseudomonas sp. with 2.13%, Enterobacter and E. coli
representing 1.42%. The most efficient antibiotics for a correct treatment of negative Gram
bacteria were Tetraciclina and Neomicing; in the case of the positive Gram bacteria most
antibiotics would efficiently control, with the exception of Cloxacilina that was resistant for
all the bacteria, regarding to Penicillin the bacteria presented intermediate sensitivity and

resistance.

-122 -



X. BIBLIOGRAFIA

Adams, M.; Moss, M. 2005. Food Microbiology. University of Surrey, Guildford, UK.

p. 187 — 253,

BBL (Badtimore Biological Laboratory). 1974. Manua de Procedimientos de

Laboratorio y de Productos BBL. Edt. Rohde, P. México.

Clavell, L.; Castro, N.; Gutiérrez, S. 1999. Seleccién De Pruebas Bioguimicas para la

identificacion de microorganismos. Venezuela. p. 4-6

Cotrino, B. 2006. Diagnéstico de Mastitis. Aislamiento de Microorganismos. National

Mastitis Council USA. p. 54-62.

DBL. 2005. Diagnostic Bovine Laboratory. Prevention of clinical coliform mastitis in

dairy cows. USA. P. 301-305.

Benzon, D.; Henderson, A.; Rodostits, 0.1994. Medicina Veterinaria. 5a. Ed. México.

InteramericanaM cGraw-Hill. p. 83-92.

Degraves, F.; Fetrow, J. 1993. Economics of mastitis and mastitis control. Veterinarian

Clinic North America. Estados Unidos. Tomo 9, p. 421-434.

-123-



Hogan, J.; Gonzalez, R; Harmon, R; Nickerson, S.; Oliver S.; Pankey, J.; Smith, K.
1999. Laboratory Handbook on bovine mastitis. National Mastitis Council. Estados

Unidos. p. 34-89.

Instituto Nacional de Higiene y Medicina Tropical “Leopoldo Inquieta Pérez”. 2003.

Protocolos Del Laboratorio de Microbiologia. 1raversion.

Kleinschroth et al.1991. La Madtitis. Laboratory Handbook on bovine mastitis.

Estados Unidos. p. 72 — 104.

Kirk, J.; Barlett, P. 1984. Mastitisin a Hariana cow- A case report. Indian. p. 58-76.

Marshall, R.; Edmondson, J. 2005. Department of Food Science and Nutrition.

Venezuela. p. 103-184.

Mateos, P. 2004. Bacteriologiay Virologia Veterinaria. 52 ed. Espafia. p. 958

Neave, F.; Dodd, F.; Kinwill, R.; Westgarth, D. 1969. Control of mastitis in dairy herd

by hygiene and management. Estados Unidos. p. 696-707.

Pankey, W.; Eberhart, H.; Cming, L.; Daggett, D.; Farsworth, J.; McDuff, K. 1984.

Uptake on postmilking teat antisepsis. Canada .p.1336- 1353.

- 124-



Pedraza, C. 1991. Efecto de la mastitis clinica sobre la produccién de leche. Agricultura

técnica. Chile. Tomo 51, p. 298-305.

Pérez, C.; Vésquez, D.; 1987. Procedimientos para laboratorio para bacteriologia y

micologia veterinarias. México. p. 27- 35

Rothbaver, D.; Buchner, E, Well §. 1988. Effect of vaccination with E. coli on the

incidence of acute mastitis. p. 23:112-115.

Zia, S.; Giri, N.; Cudllor, J; Emau, P.; Osburn, |.; Bushndl, R. 1987. Role of

eicosanoids, histamine, and serotonin in the pathogenesis induced bovine mastitis.

p.1617-1624.

-125-



X1.WEBGRAFIA

Acebo M., 2006. Mastitis afecta a la produccion y calidad de leche. (en linea). Intervet
Ecuador SA. Consultado 12 oct 2007. Disponible en

http://www.intervet.com.ec/Binaries/63_74032.doc

AvilaT., S; Gutiérrez C., A. Madtitis. 2004. Universidad Nacional Auténoma. (en
linea).México. Consultado 8 sep 2007. Disponible en:
http://academi cos.cualtos.udg.mx/DiplomadoCalidadL eche/doctos/24jul 04/M astiti s%20

en%20Ganado%20Bovino.doc

Agrobit Gestion Agropecuaria. 2004. Mastitis. Enfermedad y Transmision. (en linea).
Cordoba - Argentina Consultado 9 mar. 2007. Disponible en

http://www.agrobit.com/Info_tecnica/Ganaderia/enfermedades/GA000009en.htm

Cano, C. 2006. Nuevas dternativas en € diagnostico clinico de campo y en €

tratamiento de mastitis. Boletin Técnico Virtual. (en linea). México. Consultado 9 mar.

2007. Disponibleen www.fmvz.unam.mx/bovinotecnia/BtRgCliC004.htm

Correa, J. 2005. Codigo de buenas practicas de produccién de leche de Colombia. (en

lineq).Colombia. Consultado 19 may. 2007. Disponible en hjcc_una @hotmail.com.

- 126 -



Cortés, D. 2001. Pruebas Bioguimicas de I dentificacion. (en lined). Consultado 19 jun.

2007. Disponibleen http://coli.usal .es/web/identificacion/AyudaPruebas.html

Diaz, R. 2006. Especiaista de la Direccion Especiaista de la Direccion de Crianzas.
(en lined).  Perd. Consultado 2 jun  2007. Disponible en:

http://www.portal agrario.gob.pe/dgpal/ARCHIV OS/BPOrdeno.pdf

Faddin, J. 2007. Pruebas bioguimicas para la identificacion de bacterias de importancia
clinica (en linea). Consultado 2  jun  2007. Disponible  en

http://www .j oseacortes.com/microbiol ogi a/pruebasbiog/index.htm

Gianini, J. 1952. Teoria de la Tincion Gram. Consultado 2 oct 2007. Disponible en

www.microbelibrary.org/ASM Only/detail s.asp? d=1095& L ang=Spanish

Jaramillo, M. 2007 .CODEGAR LTDA.. Patogenos de la mastitis. (en linea).
Consultado 12 jul 2007. Disponible en:
http://www.codegar.com/index.php?option=com_content& task=view& id=38& Itemid=

9

Kirk, J. 1984. Nonclinical mastitisin adairy herd. (en linea). Consultado 2 jul 2007.
Disponibleen
http://academi cos.cualtos.udg.mx/DiplomadoCalidadL eche/doctos/24jul 04/M astiti s%20

en%20Ganado%20Bovino.doc

-127 -



Kisser, A. 2007. Bacteriologia. (en lined). Consultado 2 jun 2007. Disponible en:

pathmicro.med.sc.edu/Spanish/chapter12.htm

Kohard, L. 2004. History of the Gram Stain and How it Works. (en linea). Consultado 2
may 2007. Disponible en

http://www.uphs.upenn.edu/bugdrug/antibiotic_manual/gram.htm

Las Heras, A.; LOpez, |.; Legaz, E.; Dominguez, L.; Fernandez Garayzabal, J. 2001.
Pseudomonas aeruginosa: necesidad del diagnostico. Universidad Complutense y
Castellana de Ganaderos Sociedad Cooperativa. Madrid - Espafia. (en linea). Consultado
27 feb 2007. Disponible en http://www.e-

campo.com/event=news.print&id=8732F2CF-5904-4E9B-919BBB 7FA43BB444&

Lopez, J.; Higuera, J.; Ocho, A.; Chassin, O.; Valdez, J.; Bravo, A.; Baizabal, V. 2006.
Caracterizacion molecular de aislamientos de Staphylococcus spp. asociados a mastitis
bovina en Tarimbaro, Michoacan. Universidad Auténoma del Estado de México. (en
linea). Consultado 29 jun 2007. Disponible en

http://redalyc.uaemex.mx/redalyc/pdf/613/61344108.pdf .

Mayberry, W. 2002. Coloracion Gram. East Tennessee State University USA. (en

linea). Consultado 2 oct 2007. Disponible en

www.microbelibrary.org/ASMOnly/details.asp? d=1095& L ang=Spanish

-128-



Mellenberger, R; Roth, C. 2000. Dpto. de Ciencia Animal, Universidad del Estado de
Michigan y Universidad de Wisconsin-Mé&dison. (en lined). Consultado 19 ago 2007.

Disponibleen http://www.uwex.edu/milkquality/PDF/CM T%20spanish.pdf.

Pedrique, M. 2002. Determinacién De La Sensibilidad De Las Bacterias A Los
Antibioticos —Antibiograma. (en linea). Consultado 19 ago 2007. Disponible en
www.ucv.ve/Farmacia/lMicro_web/Catedras02/antibi og.pdf+procedi miento%2Bantibio

grama& hl=es& ct=cInk& cd=1& gl=ec&Ir=lang_es

Pinzén, J. 1989. Mastitis Bovina I. Tipos, Agentes causales y Diagnésticos (en
linea). Consultado 7 may 2007. Disponible en

http://www.ceniap.gov.ve/publica/divul ga/fd31/texto/mastitis.htm

Revista Veterinaria. 2006. Patégenos més comunes en la mastitis Bovina. . (en linea).

Consultado 12 feb 2008. Disponible enwww.infocarne.com

San Martin, B.; Kruze, J.; Moraes, M.A.; Aglero, H.; Ledn, B.; Espinoza, S.; Iragien,
D.; Puga, J.; Borie, C. 2002. Resistencia bacteriana en cepas patdgenas aisladas de
mastitis en vacas lecheras de la V Regidn, Regién Metropolita y X2 Region, Chile.

Universidad Austral de Chile. (en linea). Chile. Consultado 10 sep 2007. Disponible

en http://www.scielo.cl.

-129-



Stearn y Stearn. 1923. Teoria de la Tincion Gram. (en linea). Consultado 2 oct 2007.

Disponible en www.microbelibrary.org/ASMOnly/detail s.asp?d=1095& L ang=Spanish

Val, D., 2005. Presentacién delacoloracion Gram (en lined). Consultado 21 sep 2007.
Disponible en

http://www.gb.fcen.uba.ar/microinmuno/SeminarioTinciones.htm

Vardla, B., 2002. Clasificacion de la mastitis. (en linea). Consultado 2 oct 2007.
Disponible en

http://www.mastitis.com.ar/view_nota.php?d_nota=773&id_etapa=6&id_tema=86

Vet-Uy laboratorio. Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria. 2004. Obtencién
de muestras para laboratorios de bacteriologia. (en linea). Consultado 21 sep 2007.
Disponible en

http://www.vet-uy.com/laboratorio/articulos/001/001.htm

Winterhalter, E. 2005. Rutina de Ordefio. (en linea). Uruguay. Consultado 2 abr 2007.

Disponible en http://www.nuestroagro.com.ar/info/tematicas/tematicas.asp?d=409

-130-



XI11. ANEXOS

Anexo 1. Tabla deidentificacion de patdgenos
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Anexo 2. Parametr os de calificacion de las haciendas durante e proceso de or defio

‘ Hacienda Cadet

Fecha
07/05/2007
Higiene de instalacionesy equipos 3 2,45
Maltratan a las vacas 0,5 0,50
Despunte 2 1,00
Lavado de pezones 1 1,00
.« |Secado de ubres 2 2,00
BPO'S Ordefio 1 0,63
Sellado 15 1,29
Ambiente de ordefio 0,5 0,50
Personal de ordefio 15 0,75
Manegjo de leche or defiada 4 0,73
Limpiezay desinfeccion del equipo 2 1,20
Limpieza y desinfeccién sala ordefio 1 0,57
VALOR 20 12,61
‘ Hacienda “ El Molino”
Fecha
25/05/2007
Higiene deinstalacionesy equipos 3 2,25
Maltratan a las vacas 05 0,5
Despunte 2 0
Lavado de pezones 1 0,67
Secado de ubres 2 0,86
Ordefio 1 0,67
Sellado 15 1,29
Ambiente de ordefio 05 0,5
BPO'S | Persona de ordefio 15 15
Manegjo de leche ordefiada 4 4
Limpieza y desinfeccién del equipo 2 2
Limpieza y desinfeccion sala or defio 1 0,8
VALOR 20 15,03
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! Hacienda “ San Luis I gtipungo”

Fecha
07/06/2007
Higiene deinstalacionesy equipos 3 15
Maltratan a las vacas 0,5 0,5
Despunte 2 1
Lavado de pezones 1 0,8
Secado de ubres 2 1
Ordefio 1 1,5
Sellado 15 1
Ambiente de ordefio 0,5 0,2
BPO'S Personal de ordefio 15 0,5
Manej o de leche or defiada 4 3
Limpieza y desinfeccion del equi po 2 1,68
Limpieza y desinfeccion sala ordefio 1 0,7
VALOR 20 13,38

! Hacienda “ San Juan Escalera’

Fecha
07/06/2007
Higiene deinstalacionesy equipos 3 0.66
Maltratan a las vacas 0,5 0,5
Despunte 2 1
Lavado de pezones 1 0,8
Secado de ubres 2 1,34
Ordefio 1 0,8
Sellado 15 1
Ambiente de ordefio 0,5 0,2
BPO’'S Personal de ordefio 15 0,5
Manejo de leche ordefiada 4 3
Limpieza y desinfeccion del equipo 2 1,68
Limpieza y desinfeccién sala ordefio 1 0,7
VALOR 20 11,52
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! Hacienda “ Aychapicho’

Fecha
07/06/2007
Higiene deinstalacionesy equipos 3 0.66
Maltratan a las vacas 0,5 0,5
Despunte 2 1
Lavado de pezones 1 0,8
Secado de ubres 2 1,34
Ordefio 1 0,6
Sellado 15 1,2
Ambiente de ordefio 0,5 0,2
BPO'S Personal de ordefio 15 0,5
Manej o de leche or defiada 4 3
Limpieza y desinfeccion del equipo 2 1,68
Limpieza y desinfeccion sala ordefio 1 0,7
VALOR 20 11,52

! Hacienda “ Sigsicunga’

Fecha
07/06/2007
Higiene deinstalacionesy equipos 3 0.66
Maltratan a las vacas 0,5 0,5
Despunte 2 15
Lavado de pezones 1 1
Secado de ubres 2 15
Ordefio 1 0,8
Sellado 15 1
Ambiente de ordefio 0,5 0,2
BPO’'S Personal de ordefio 15 0,3
Manejo de leche ordefiada 4 3,22
Limpieza y desinfeccion del equipo 2 1,68
Limpieza y desinfeccién sala ordefio 1 0,7
VALOR 20 12,4
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‘ Hacienda “ Gamboa”

Fecha
07/06/2007
Higiene deinstalacionesy equipos 3 1
Maltratan a las vacas 0,5 0,5
Despunte 2 15
Lavado de pezones 1 1
Secado de ubres 2 1
Ordefio 1 0,8
Sellado 15 1
Ambiente de ordefio 0,5 0,2
BPO’'S Personal de ordefio 15 0,3
Manejo de leche ordefiada 4 3
Limpieza y desinfeccion del equipo 2 1,5
Limpieza y desinfeccion sala ordefio 1 0,7
VALOR 20 125
‘ Hacienda “ Santa Teresita”
Fecha
07/06/2007
Higiene deinstalacionesy equipos 3 2,6
Maltratan a las vacas 0,5 0,5
Despunte 2 1,85
Lavado de pezones 1 0,09
Secado de ubres 2 1,3
Ordefio 1 0,7
Sellado 15 1,3
Ambiente de ordefio 0,5 0,2
BPO’'S Personal de ordefio 15 0,3
Manejo de leche ordefiada 4 3
Limpieza y desinfeccion del equipo 2 15
Limpieza y desinfeccién sala ordefio 1 0,7
VALOR 20 14,04
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! Hacienda “Maria | sabel”

Fecha
07/06/2007
Higiene deinstalacionesy equipos 3 15
Maltratan a las vacas 0,5 0,5
Despunte 2 1,95
Lavado de pezones 1 0,09
Secado de ubres 2 1,3
Ordefio 1 1
Sellado 15 1,2
Ambiente de ordefio 0,5 0,2
BPO'S Personal de ordefio 15 0,3
Manej o de leche or defiada 4 3
Limpieza y desinfeccion del equipo 2 1,2
Limpieza y desinfeccion sala ordefio 1 0,7
VALOR 20 12,94
‘ Hacienda “ San Francisco”
Fecha
07/06/2007
Higiene deinstalacionesy equipos 3 15
Maltratana las vacas 0,5 0,5
Despunte 2 1
Lavado de pezones 1 1
Secado de ubres 2 1,3
Ordefio 1 1
Sellado 15 1
Ambiente de ordefio 0,5 0,2
BPO’'S Personal de ordefio 15 0,22
Manejo de leche ordefiada 4 3
Limpieza y desinfeccion del equipo 2 1,46
Limpiezay desinfeccién sala ordefio 1 0,7
VALOR 20 12,88
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‘ Hadenda “ El Consuelo”

Fecha
07/06/2007
Higiene deinstalacionesy equipos 3 25
Maltratan a las vacas 0,5 0,5
Despunte 2 2
Lavado de pezones 1 1
Secado de ubres 2 1,3
Ordefio 1 1
Sellado 15 1,3
Ambiente de ordefio 0,5 0,2
BPO’'S Personal de ordefio 15 0,2
Manejo de leche ordefiada 4 2,8
Limpieza y desinfeccion del equipo 2 1,5
Limpieza y desinfeccion sala ordefio 1 0,8
VALOR 20 15,1

‘ Hacienda “ Particular”

Fecha
07/06/2007
Higiene deinstalacionesy equipos 3 1,8
Maltratan a las vacas 0,5 0,5
Despunte 2 2
Lavado de pezones 1 1
Secado de ubres 2 1
Ordefio 1 0,7
Sellado 15 0,89
Ambiente de ordefio 0,5 0,2
BPO’'S Personal de ordefio 15 0,2
Manejo de leche ordefiada 4 2,8
Limpieza y desinfeccién del equipo 2 15
Limpieza y desinfeccién sala ordefio 1 0,8
VALOR 20 13,39
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! Hacienda “ L os Cedros”

Fecha
07/06/2007
Higiene deinstalacionesy equipos 3 1,8
Maltratan a las vacas 0,5 0,5
Despunte 2 2
Lavado de pezones 1 1
Secado de ubres 2 1
Ordefio 1 0,7
Sellado 15 0,89
Ambiente de ordefio 0,5 0,2
BPO'S Personal de ordefio 15 0,2
Manej o de leche or defiada 4 2,8
Limpieza y desinfeccion del equipo 2 1,55
Limpieza y desinfeccion sala ordefio 1 0,8
VALOR 20 13,44
Fecha
07/06/2007
Higiene deinstalacionesy equipos 3 3
Maltratan a las vacas 0,5 0,5
Despunte 2 2
Lavado de pezones 1 1
Secado de ubres 2 1
Ordefio 1 1
Sellado 15 0,89
Ambiente de ordefio 0,5 0,22
BPO’'S Personal de ordefio 15 0,2
Manejo de leche ordefiada 4 3,8
Limpieza y desinfeccion del equipo 2 1,55
Limpieza y desinfeccién sala ordefio 1 1
VALOR 20 16,16
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! Hacienda “ Relicario”

Fecha
07/06/2007
Higiene deinstalacionesy equipos 3 3
Maltratan a las vacas 0,5 0,5
Despunte 2 2
Lavado de pezones 1 1
Secado de ubres 2 1,48
Ordefio 1 1
Sellado 15 1,5
Ambiente de ordefio 0,5 0,5
BPO'S Personal de ordefio 15 1,5
Manej o de leche or defiada 4 4
Limpieza y desinfeccion del equipo 2 2
Limpieza y desinfeccion sala ordefio 1 1
VALOR 20 19,48
! Hacienda “El Prado”
Fecha
04/06/2007
Higiene deinstalacionesy equipos 3 2,45
Maltratan a las vacas 0,5 0,5
Despunte 2 1
Lavado de pezones 1 1
Secado de ubres 2 2
Ordefio 1 0,67
Sellado 15 1,29
Ambiente de ordefio 0,5 0,5
BPO’S | Persona de ordefio 15 1
M anejo de leche ordefiada 4 0,73
Limpieza y desinfeccion del equipo 2 1,64
Limpieza y desinfeccion sala ordefio 1 0,67
VALOR 20 13,44

-139-




! Hacienda “Miraflores’

Fecha
04/06/2007
Higiene deinstalacionesy equipos 3 2,7
Maltratan a las vacas 0,5 0,5
Despunte 2 0,8571429
Lavado de pezones 1 1
Secado de ubres 2 2
Ordefio 1 0,7142857
Sellado 15 1,5
Ambiente de ordefio 0,5 0,5
BPO'S | Persona de ordefio 15 0,75
Mane o de leche ordefiada 4 4
Limpieza y desinfeccion del equipo 2 1,8
Limpieza y desinfeccién sala ordefio 1 0,8
VALOR 20 17,12143
‘ Hacienda “ San Juan”
Fecha
07/06/2007
Higiene deinstalacionesy equipos 3 2,5
Maltratan a las vacas 0,5 0,5
Despunte 2 1,2
Lavado de pezones 1 0,8
Secado de ubres 2 1,2
Ordefio 1 0,8
Sellado 15 1,5
Ambiente de ordefio 0,5 0,5
BPO’S | Persona de ordefio 15 0,8
Manegjo de leche or defiada 4 4
Limpieza y desinfeccion del equipo 2 1,8
Limpieza y desinfeccion sala ordefio 1 0,7
VALOR 20 16,2
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! Hacienda “ San Carlos Chaupi”

Fecha
14/05/2007
Higiene deinstalacionesy equipos 3 1,7
Maltratan a las vacas 0,5 0,5
Despunte 2 1
Lavado de pezones 1 0,8
Secado de ubres 2 1
Ordefio 1 0,7
Sellado 15 11
Ambiente de ordefio 0,5 0,5
BPO'S | Persona de ordefio 15 0,8
Mane o de leche ordefiada 4 2,7
Limpieza y desinfeccion del equipo 2 1,5
Limpieza y desinfeccién sala ordefio 1 0,7
VALOR 20 12,9
Fecha
39231
Higiene deinstalacionesy equipos 3 2,25
Maltratan a las vacas 05 0,5
Despunte 2 15
Lavado de pezones 1 1
Secado de ubres 2 2
Ordefio 1 0,6666667
Sellado 15 1,5
Ambiente de ordefio 0,5 0,5
BPO’S | Persona de ordefio 15 1
Manej o de leche or defiada 4 4
Limpieza y desinfeccion del equipo 2 1,6363636
Limpieza y desinfeccién sala ordefio 1 0,8
VALOR 20 17,35303
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Anexos 3. Fotografias

Anexo 3.1: Toma deMuestras
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Anexo 3.2: Prueba deCMT
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Anexos 3.3: Actividades de Ordefio
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Anexo 3.4: Preparacion de medios
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Anexos 3.5: Preparacion Agar Sangre

- 146 -



Anexo 3.6: Procedimiento de las muestras en € laboratorio
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Anexo 3.7: Siembra de Muestras
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Anexo 3.8 Coloracion de Placas
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Anexo03.9: ldentificacion de placasen el Microscopio
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Anexo 3.10: Antibiogramas
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Anexo 3.11: Conservacion de bacterias

Anexo 3.12: Pruebas Bioquimicas Gram Negativas
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Anexo 3.13: Pruebas Bioquimicas Gram Negativas
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Anexo 3.14: Pruebas Bioquimicas Bacterias Gram Positivas

Prueba de oxidasa

Prueba de catalasa

Prueba de Manitol
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