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RESUMEN

La mastitis bovina es una enfermedad inflamatoria, considerada una de las principales afecciones que
presenta el ganado lechero, es importante porque afecta tanto la calidad como a la cantidad de
produccién de leche y causa problemas econémicos a los ganaderos. Causada por microorganismos que
infectan la ubre o por lesiones quimicas, fisicas o térmicas. El objetivo de este estudio fue valorar el estado
microbioldgico de los agentes causales de mastitis presentes en el hato de la Hacienda El Prado — IASA I.
El estudio se realizd en 16 vacas que fueron positivas a mastitis, no se detecté mastitis clinica, de los 128
cuartos muestreados se obtuvo un total de 255 aislamientos donde se encontré Sthaphylococcus
epidermis en 37.86% seguido de Estreptococos en 30.76%, estafilococos coagulasa negativos en 24.26%,
Staphyloccocus aureus en 23.67%, Sthaphylococcus saprophyticus en 13%, bacilos Gram Positivos en 3.5%
y bacilos Gram negativos 1.78%. Se puede observar una diferencia del nimero de microorganismos entre
vacas en produccidén y en seco, nimero de partos y aplicacidon de antibidtico. Las pruebas rapidas son una
manera eficiente y eficaz de corroborar la identificacion de microorganismos. Para bacterias Gram
positivas se puede utilizar cualquier antibidtico evaluado excepto para Staphylococcus epidermidis que
presento resistencia a cefalaxina y Staphylococcus saprophyticus que presento resistencia a cloxacilina y

ceftiofur.

Palabras clave: MASTITIS BOVINA, AISLAMIENTOS, PRUEBAS API, ANTIBIOGRAMAS
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ABSTRACT

Bovine mastitis is an inflammatory disease, considered one of the main affections of dairy cattle, it is
important because it affects both the quality and quantity of milk production and causes economic
problems to farmers. It is caused by microorganisms that infect the udder or by chemical, physical or
thermal lesions. The objective of this study was to evaluate the microbiological status of the causal agents
of mastitis present in the herd of Hacienda El Prado - IASA |. The study was carried out in 16 cows that
were positive for mastitis, no clinical mastitis was detected, of the 128 quarters sampled a total of 255
isolates were obtained where Sthaphylococcus epidermis was found in 37. 86% followed by Streptococcus
in 30.76%, coagulase negative staphylococcus in 24.26%, Staphylococcus aureus in 23.67%,
Sthaphylococcus saprophyticus in 13%, Gram positive bacilli in 3.5% and Gram negative bacilliin 1.78%. A
difference in the number of microorganisms can be observed between cows in production and dry cows,
number of calvings and antibiotic application. Rapid tests are an efficient and effective way to corroborate
the identification of microorganisms. For Gram-positive bacteria, any antibiotic evaluated can be used
except for Staphylococcus epidermidis which showed resistance to cephalaxin and Staphylococcus

saprophyticus which showed resistance to cloxacillin and ceftiofur.

Keywords: BOVINE MASTITIS, ISOLATION, API TESTS, ANTIBIOGRAMS
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CAPITULO I
INTRODUCCION
Antecedentes

La ganaderia en el Ecuador es una actividad que contribuye con el 0.5% del PIB nacional
(Alvarado y Iglesias, 2017), segun el INEC (2021), en el Ecuador existen 4,34 millones de cabezas de
ganado a comparacion de porcino (1,06 millones de cabeza), ovinas (497 mil cabezas), caballar (173 mil
cabezas) y mular (63 mil cabezas). De los 4,34 millones de cabezas el 57,61% son vacas; siendo la sierra
ecuatoriana la principal regién con 49,11% de produccidn de ganado vacuno del total nacional. En la
sierra segun Cil (2020) se encuentran diferentes provincias consideradas como las mas destacadas en
produccidn lechera, entre ellas se encuentra Pichincha (16% de la produccién lechera), Carchi (6% de la
produccidn lechera), Cotopaxi (12% de la produccién) y Chimborazo (12% de la produccidn).

Una de las enfermedades de mayor preocupacion en el sector ganadero es la mastitis bovina,
patologia de origen multifactorial, provocada por microrganismos, que ingresan del ambiente exterior
por el conducto del pezdn y desarrollandose en las glandulas mamarias, afectando sobre todo a vacas de
alta produccién, presentandose de forma sintomatica (clinica) y asintomatica (subclinica). Esta
inflamacién provoca lesiones en las ubres del animal, presencia de fibrosis, pus y un aumento en el
conteo de células somaticas (Viguier et al., 2009).

En el caso de mastitis bovina existen cambios importantes en la composicién quimica de la
leche, disminucion de la produccidon del cuarto afectado y pérdida progresiva general de leche y la
calidad de la misma, con consecuencias en la economia de la industria y la produccién de ganaderia de
leche (Rodriguez et al., 2020).

En el Ecuador los principales microorganismos causantes de mastitis bovina son: Staphylococcus

aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus uberis, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus
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pasteuri, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus agalactiae y Escherichia coli siendo responsables de
aproximadamente el 80% de los casos de mastitis (Amer et al., 2018).

Cuando se aplica un tratamiento antibidtico a la mastitis bovina, es de vital importancia
identificar el antimastitico a utilizar ya que, algunos microorganismos pueden presentar
antibioresistencia como Staphylococcus aureus, Streptococcus spp. y Staphylococcus coagulasa negativo
resistentes a amoxicilina, ampicilina, penicilina, estreptomicina y lincomicina (San Martin et al., 2002)
principales antibioticos utilizados para su tratamiento.

Justificacion

La prevalencia de mastitis en el Ecuador es del 80% (Amer et al., 2018) y especificamente en la
provincia de Pichincha es del 64% (Bonifaz y Conlago, 2016). El impacto econdmico de la mastitis esta
determinado por los cambios en calidad de leche y la reduccién de la produccién, ya que la enfermedad
puede llegar a un nivel crénico, volviendo el sacrificio del animal algo necesario para evitar un gasto en
tratamiento y por ende mayor inversién econdmica (Hogeveen et al., 2011).

La presente investigacidén contribuye con la base de datos de los agentes causales de mastitis
identificados en la provincia de Pichincha, su resistencia a diferentes antimastiticos y a la reduccién de
gastos relacionados al tratamiento.

Objetivos
Objetivo general

Valorar el estado microbioldgico de los agentes causales de mastitis presentes en el hato de la
Hacienda El Prado, de la Carrera de Ingenieria Agropecuaria de la Universidad de las Fuerzas Armadas
ESPE.

Objetivos especificos

e Identificar a través de pruebas bioquimicas y pruebas API (indice de perfil analitico) los agentes
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causales, en vacas con mastitis sub clinica, pre y pos aplicacién de dos antibidticos (Cloxacilina
benzatina y amoxicilina).

e Evaluar la resistencia de agentes causales, frente a cinco antibidticos (Cefalaxina, ceftiofur,
cloxacilina, novobiocin y oxytetraciclina) utilizados para el tratamiento de mastitis, a través de
la técnica de halos de inhibicidn.

Hipoétesis

HO: No existe diferencia de distribucidon de agentes causales de mastitis y su antiobio resistencia, en vacas
cony sin tratamiento en la Hacienda El Prado.
H1: Si existe diferencia de distribucién de agentes causales de mastitis y su antiobio resistencia, en vacas

cony sin tratamiento en la Hacienda El Prado.
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CAPITULO Il
REVISION DE LA LITERATURA
Mastitis bovina

La mastitis se define como la inflamacién de la glandula mamaria (Zhao y Lacasse, 2008) en
respuesta a una infecciéon causada generalmente por bacterias y algunas veces por microplasmas,
hongos o algas; el trauma mecdnico, trauma térmico y la agresién quimica, son factores que
predisponen a la glandula a la infeccidn intramamaria (IMl) (Bolanos et al., 2012). La aparicion de
mastitis depende de la interaccion del huésped, el agente y los factores ambientales (Bradley, 2002).

Los sintomas clinicos incluyen disminucidn de la produccion de leche, aumento de recuento de
glébulos blancos, cambio en la composicion y apariencia de la leche, fiebre, enrojecimiento, hinchazén e
hipertermia en la ubre (Wellenberg et al., 2002).

La mastitis bovina es una enfermedad de alta prevalencia en el ganado lechero, y una de las
enfermedades mds importantes que afectan a la industria ldctea mundial; supone una pesada carga
econdmica para los productores de leche de todo el mundo (Hogeveen et al., 2011).

El ganado lechero que padece esta enfermedad, presenta cambios en la leche, tanto quimicos,
fisicos y bacterioldgicos; en consecuencia, presenta un menor porcentaje de sélidos totales, proteinas,
grasa y calcio (Verwaart y Valeeva, 2011).

Mastitis Subclinica

La mastitis subclinica se caracteriza por la presencia de un microorganismo asociado a un gran
numero de células somaticas en la leche, que facilmente puede convertirse en una inflamacién y no
tener tratamiento. Este tipo de mastitis, no presenta cambios visibles en la leche o ubre; apenas se nota
una disminucién en la produccién de la leche, siendo alterada su composicidn por la presencia de

componentes inflamatorios y bacterianos (Bolafios et al., 2012).
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Esta presentacion de la enfermedad es la mas persistente en el ganado lechero; ocurre
frecuentemente, y puede conducir a grandes pérdidas econdmicas no solo por la reduccién de la
produccién, también por los elevados conteos de células somaticas presentes en los tanques de leche
(Gonzalo et al., 2002). En la practica, los casos de mastitis subclinica con frecuencia no son detectados
rapidamente, incluso pasan desapercibidos por el ordefiador (Wellenberg et al., 2002).

Mastitis clinica

La mastitis clinica es definida como una anormalidad en la glandula mamaria de lavacao la
leche, que puede ser facilmente observada (Tollersrud et al., 2008). Se caracteriza por la tumefaccién o
dolor en la ubre, enrojecimiento de la misma, la leche puede presentar una apariencia anormal y, en
algunos casos, hay aumento de la temperatura rectal, letargo, anorexia e incluso la muerte. En el caso
de mastitis clinica, las bacterias estan presentes en la leche, lo que reduce el rendimiento y la calidad
considerablemente (Heringstad et al., 2000).

Métodos para deteccion de mastitis
Conteo de células somadticas (SCC)

El recuento de células somaticas se ha utilizado por décadas para diagnosticar la mastitis
subclinica y es un parametro importante para la industria lactea (Duarte et al., 2015). El contador de
células somaticas en leche funciona afiadiendo un surfactante (Ekoprim), polvo que disuelve la
membrana de las células somaticas, elevando la viscosidad de la leche. Existe una relacién proporcional
entre la viscosidad de la mezcla (leche — Ekoprim) y el nimero de células somaticas de la leche analizada
asi midiendo el tiempo de fluido de la leche a través de un capilar determinado el nimero de células de
acuerdo a este tiempo (Bulteh, 2017). Un ndmero de conteo normal oscilan entre 200000 células/ mL,
valores mayores a 800000 células/ mL se asocian a la respuesta inflamatoria a mastitis e indicativo de la

presencia de microorganismos (Pilla et al., 2012).
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California mastitis test (CMT)

Es un método indirecto comun para la medicién de SCC. La prueba se realiza agregando un
detergente a una muestra de leche con un alto recuento de células, lo que promueve la lisis celular, la
liberacion de acidos nucleicos y la formacion similar a un gel o apariencia gelatinosa (Viguier et al.,
2009). Cuando el conteo de células estd por encima o debajo de cierto umbral (SCC 200,000 o SCC
>800,000 células/mL), la interpretacion de la viscosidad de la muestra es subjetiva y puede dar como
resultado falsos positivos o negativos (Duarte et al., 2015).

Conductividad de la leche

Un efecto de la mastitis, son los cambios en las concentraciones de iones causados por el
aumento de la permeabilidad vascular que conduce a modificaciones en la conductividad eléctrica de la
leche. La conductividad eléctrica se puede medir mediante el aumento de la conductancia en la leche
causado por un aumento en los niveles de sodio, potasio, calcio, magnesio y cloruro (Kitchen, 1981). Los
valores normales de CE de la leche estan entre 4.0 y 5.5 mS / cm a 25 °C. En la mastitis, la glandula
mamaria tiene una mayor permeabilidad capilar, lo que provoca lecturas superiores a 6.0 mS/cm
(Mejia, 2021).

Etiologia de mastitis

Los estafilococos (Sthaphylocccus aureus y Sthaphylocccus coagulasas negativos) son los agentes
causantes de mastitis mas comunes en vacas, bufalos, ovejas, cabras, llamas, dromedarios, conejos. Le
siguen de cerca los estreptococos y Escherichia coli que en algunas especies o entornos puede tener una
prevalencia similar o superior a la de la mastitis estafilocécica (Zhao y Lacasse, 2008).

Con menos frecuencia, otros Gram-positivos (Actinomyces spp., Corynebacterium spp., Bacilo
spp., Micobacteria spp., Enterococo spp., Clostridium spp.) y Gram-negativas (Klebsiella spp.,

Enterobacter spp., Citrobacter spp., Serratia spp., Proteo spp., Pasteurella spp., Mannheimia
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haemolytica) las bacterias y el micoplasma pueden estar involucrados en la etiologia de la mastitis,

mientras que los casos debidos a mohos o levaduras son raros (Contreras y Rodriguez, 2011).

Agentes causales y prevalencia en el Ecuador

Estudios realizados en diferentes provincias del Ecuador (Bolivar, El Oro, Galdpagos, Napo y

Pichincha) donde se utilizaron California mastitis test (CMT) para la deteccidén de mastitis y pruebas

microbioldgicas y moleculares, concuerdan en los organismos identificados, a continuacion, detallados.

Tabla 1

Agentes causales de mastitis identificados en el Ecuador

Provincia

Microorganismos identificados

Referencia

Bolivar

El Oro

Galdpagos

Bacillus licheniformis
Bacillus subtilis
Bacillus velezensis
Staphylococcus aureus
Bacillus spp
Enterobacter spp
Escherichia coli
Klebsiella spp

Shigella spp
Staphylococcus spp
Streptococcus spp
Staphylococcus
negativos

Bacillus spp
Estreptococos
Klebsiella spp
Staphylococcus coagulasa positivo
Staphylococcus coagulasa positivo
Acinetobacter calcoaceticus
Arthrobacter spp

Bacillus megaterium

Bacillus subtilis

Bacillus licheniformis
Cellulomonas flavigena
Enterobacter cloacae
Enterobacter tabaco

coagulasa

(Navarrete Garcia, 2019)

(Andrade Cerdén y Sanchez
Galarza, 2018)

(Amer et al., 2018)

(Mejia, 2021)
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Provincia

Microorganismos identificados

Referencia

Galdpagos

Napo

Pichincha

Escherichia coli

Staphylococcus coagulasa negativo
Lactococcus garvieae

Micrococcus bohemicus
Micrococcus caseolyticus
Micrococcus luteus

Pseudomonas putida

Rothia terrae

Staphylococcus agnetis
Staphylococcus aureus
Staphylococcus chromogenes
Staphylococcus equorum
Staphylococcus haemolyticus
Sthaphylococcus aereus
Sthaphylococcus saprophyticus
Sthaphylococcus epiderdemidis
Staphylococcus coagulasa negativo
Streptococcus spp

Bacilo Gram positivo

~ Bacilo Gram negativo

Staphylococcus aureus
Citrobacter

Escherichia coli

Klebsiella

Staphylococcus coagulasa positivo
Staphylococcus intermedius
Staphylococcus spp
Streptococcus agalactiae
Streptococcus dysgalactiae
Streptococcus spp
Staphylococcus intermedius
Corynebacterium spp
Escherichia coli
Micrococcus
Staphylococcus dureos
Staphylococcus epidermis
Streptococcus dysgalactiae
Aeromona cavia

Bacillus cereus

Bacillus spp
Corynebacterium spp
Enterobacter

(Guazha Herrera, 2020)

(Espinoza Salazar y Mier
Jiménez, 2013)

(Bonifaz y Conlago, 2016)

(Acufia Molina y Rivadeneira
Espinosa, 2008)
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Provincia Microorganismos identificados Referencia

Escherichia coli

Pseudomona fluorescens
Pseudomona spp

Shewanella putrefasciens

Shigella spp

Staphylococcus aureus
Staphylococcus coagulasa negativo
Staphylococcus coagulasa positivo
Staphylococcus haemolitycus
Staphylococcus simulans
Streptococcus spp

Nota. Autoria propia.

En cuanto a la prevalencia en la provincia de Pichincha se tuvo un 64% (Bonifaz y Conlago,
2016). La provincia de Napo, tiene una prevalencia presente en uno o mas cuartos con mastitis de
79.66 % (Espinoza Salazar y Mier Jiménez, 2013). En la provincia del Oro, la prevalencia de mastitis
clinica es del 12% (Amer et al., 2018). En la provincia de Galapagos, la prevalencia de mastitis subclinica
es de 33.33% (Guazha Herrera, 2020). Todos los microorganismos identificados se encuentran
detallados en la Tabla 1.
Identificacion de agentes causales de mastitis

Las pruebas diagndsticas se caracterizan por ser rapidas, econdmicas, replicables, sensibles y
especificas. Entre las mas aceptadas y usadas tenemos el aislamiento microbioldgico por otra parte la
PCRy otras técnicas basadas en ADN se usan menos ya que solo se las utiliza como pruebas
confirmatorias (Acufia Molina y Rivadeneira Espinosa, 2008).
Aislamiento microbiolégico

Los aislamientos microbianos causantes de esta enfermedad, se aislan desde las muestras de
leche tomadas de cada cuarto infectado, la primera siembra se realiza en medios diferenciales y

selectivos los cuales permiten la diferenciacidn de colonias por morfologia o permiten inhibir el
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crecimiento de microorganismo que no pertenecen a los de interés. Ademas, las colonias aisladas deben
pasar por tincion Gram y por ultimo por pruebas bioquimicas (catalasa, coagulasa, maltosa, ADNasa,
sangre, Sal manitol) estas permiten identificar hasta la especie(Aguilar Gélvez y Alvarez Diaz, 2019).

La principal desventaja de la identificacién bacteriana es que el periodo de tiempo de
crecimiento es variable en algunas bacterias y hongos, al tratar de prolongar la tendencia de cultivo en
medio refrigerados da paso a la contaminacion de estos, asi, generando menor especificidad y ademas
usar pruebas bioquimicas repercuten en tiempo y recursos generando falsos negativos ya que, detectan
solo células viables (Aguilar Galvez y Alvarez Diaz, 2019).
indice de perfil analitico (API)

Los sistemas miniaturizados API son métodos rapidos que permiten la identificacion de
microorganismos a través de la realizacién de diferentes pruebas bioquimicas. Estos sistemas consisten
en un dispositivo de plastico con varios micro tubos que contienen diferentes medios de cultivo
deshidratados o diferentes sustratos de enzimas de acuerdo al tipo de prueba que se requiere (Julio et
al., 2014; Apiweb, 2010).

Antibiogramas

Los antibiogramas permiten determinan la susceptibilidad de microorganismos a antibidticos y
la evolucién de las resistencias bacterianas bajo condiciones de laboratorio especificas y estandarizadas;
son una herramienta importante en el control de mastitis ya que, proveen la informacién necesaria para
tratar los patégenos de una manera adecuada y asi disminuir el riesgo de generar resistencia (Andrade

Cerén y Sanchez Galarza, 2018).
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CAPITULO IlI
METODOLOGIA

Ubicacion del drea de investigacion

El estudio se llevd a cabo en el area de ganaderia de la Carrera de Ingenieria Agropecuaria IASA
I, hacienda “El Prado”, ubicada en la provincia de Pichincha, cantén: Rumifahui, parroquia: Sangolqui,
barrio San Fernando, con una descripcidn ecoldgica de latitud: 78°24°44°" E y longitud: 0°23°20"° S a
2748 m.s.n.m; en un piso altitudinal montano bajo, zona de vida: bosque humedo y una clasificacion
bioclimatica: humedo temperado (Arce y Pozo, 2015).
Descripcidon del hato

El hato lechero de la hacienda El Prado esta conformado por 209 bovinos: 77 en rejo, 27
prefiadas, 16 inseminadas y 34 vacias, del cual se tomaron 8 vacas en produccién y 8 vacas en seco.
Tratamientos a evaluar

Se evaluaron 2 factores: tipo de vaca (vacas en produccidn y secado), y el nimero de partos (1-3
y 4-6 partos). La unidad experimental fue la vaca y se utilizaron 32 unidades experimentales, donde se
utilizaron los mismos tratamientos, antes y después de la aplicacidn del protocolo (Tabla 2), obteniendo
un total de 8 tratamientos (Tabla 3). El experimento se dispuso con un disefio completamente al azar
con 2 repeticiones.

Los antimastiticos utilizados fueron: Clavamox LC siendo un antimastitico de vacas en lactanciay
su principal ingrediente activo es amoxicilina (Zoetis, 2022); y Obernin Extra siendo un antimastitico de

vacas secas y compuesto por Cloxacilina benzatinica (Zoetis, 2021).
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Tabla 2

Protocolo aplicado

Lactancia

Secado

1.Se separé a las vacas seleccionadas del rejo para
la aplicacidn del protocolo.

2.lavar la ubre con agua y jabdn previo a la
desinfeccién con alcohol al 70%.

3.Una vez limpia y desinfectada la ubre y los
pezones se procedid a preparar las jeringas para la
aplicacion del antibiético intramamario a utilizarse
(Clavamox).

4.Se retird el capuchdn de la canulay se insertd en
el canal del pezdn. Se presiond el émbolo de la
jeringa para introducir todo el medicamento en la
cisterna del pezon.

5.Finalmente se masajed desde la parte inferior a
la superior del pezdén para asegurar que el
medicamento se encuentre bien aplicado.

6.Una vez aplicado el medicamento se respeté el
tiempo de retiro (76 horas) de la leche y se verificd
gue la misma no llegue al tanque recolector de
leche.

1.Lavar la ubre con agua y jabdn previo a la
desinfeccién con alcohol al 70%.

2.Una vez limpia y desinfectada la ubre y los
pezones se procedid a preparar las jeringas para la
aplicacion del antibidtico intramamario a utilizarse
(Orbenin).

3.Se retird el capuchdn de la cdnula y se insertd en
el canal del pezén.

4.Se presiond el émbolo de la jeringa para
introducir todo el medicamento en la cisterna del
pezon.

5.Finalmente se masajed desde la parte inferior a
la superior del pezdn para asegurar que el
medicamento se encuentre bien aplicado.

6.Una vez aplicado el medicamento las vacas
entran al periodo seco por aproximadamente dos
meses.

Nota. (Alomoto y Crisanto, 2023)
Tabla 3

Tratamientos a evaluar

Tratamiento Descripcion

T1 Vacas en produccion con aplicacién del protocolo (1-3 partos)
T2 Vacas en produccion sin aplicacién del protocolo (1-3 partos)
T3 Vacas en produccion con aplicacién del protocolo (4-6 partos)
T4 Vacas en produccién sin aplicacidn del protocolo (4-6 partos)
T5 Vacas al secado con aplicacién del protocolo (1-3 partos)

T6 Vacas al secado sin aplicacién del protocolo (1-3 partos)

T7 Vacas al secado con aplicacion del protocolo (4-6 partos)

T8 Vacas al secado sin aplicacién del protocolo (4-6 partos)

Nota. Autoria propia.
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Recoleccidén de las muestras

La muestra fue de al menos 5 ml de leche, fue tomada por cuarto, dando un total de 128
muestras analizadas. Para la recoleccién, se limpid la piel de la ubre y de manera especial el pezdn para
evitar la contaminacién de la muestra con patdgenos no relacionados a la leche. Se lavd la ubre con agua
y jabdn, y se secd con papel toalla. Se colocd guantes de latex y mascarilla, desinfectdandolos con alcohol
al 70% y con una torunda se froto cada pezdn para evitar al maximo la contaminacién. Después de la
desinfeccién y con nuevos materiales (guantes de latex y mascarilla), se abrid el frasco estéril a lado del
pezdn evitando tocar la parte interna de la tapa y la boca del frasco (AGROCALIDAD, 2020).

Las vacas que fueron tomadas para el experimento fueron vacas que presentaron mastitis
diagnosticadas por una tesis en paralelo, (Alomoto y Crisanto, 2023). Las muestras para microbiologia de
las vacas que entraron al seco fueron tomadas el mismo dia, antes de ordenarlas a fondo.

Aislamiento de agentes

Para la primera parte del experimento se trabajé con 64 muestras las que pertenecian a vacas
en produccion y secas antes de la aplicacién del protocolo, y para la segunda parte del experimento se
trabajo con 64 muestras las que pertenecian a vacas en produccion y secas después de la aplicacion del
protocolo.

Siembra en medios selectivos

Los medios de cultivo se prepararon 3 dias antes de la toma de muestras, estos fueron

colocados en cajas Petri con agar Sal manitol, MacConkey, EMB y Sangre, cada uno con su respectiva

concentracién y segun el presunto microorganismo a ser identificado (Tabla 4).
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Tabla 4

Concentracion de los diferentes medios a ser preparados con los microorganismos que crecen en ellos

Medio Concentracion Microorganismo
(/L)
Agar Mac Conkey 51.5 Bacilos Gram
negativos
Agar Sal Manitol 111 Estafilococos
Gram positivos
Agar EMB 37.5 Gram negativas
Agar Sangre 40 Gram positivasy
negativas

Nota. g/L: Gramos por litro. Recuperado de (Andrade Cerén vy
Sanchez Galarza, 2018; Guazha Herrera, 2020).

Se desinfecto el mesén y se colocé mecheros, con una micropipeta calibrada a 50 pl, se tomé la
muestra de leche la cual fue colocada en cada medio de cultivo, se distribuyd con un tridngulo de
siembra esterilizado con alcohol al 70%; se incubd las cajas Petri a 37°C y se observé los resultados
(Figura 1) a las 24, 48 y 72 h (Acufia Molina y Rivadeneira Espinosa, 2008).

Figura 1

Microorganismos sembrados en diferentes medios

Nota. A: EMB, B: Mac Conkey, C: Sal Manitol, y D:
Sangre. Autoria propia.
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Aislamiento de cultivos puros

Para el aislamiento se prepard agar nutriente (13 gr/L) en tubos inclinados. Se selecciond las
cajas Petri que presentaron crecimiento, se tomdé una muestra de cada colonia aislada tras la siembra en
caja Petri en los medios selectivos y se sembré en zigzag de manera homogénea en los tubos. Se incubo
a 37°C durante 24 h (Navarrete Garcia, 2019).
Figura 2

Cultivo de microorganismo puro sembrado por estria en tubo con agar nutriente inclinado

Nota. Autoria propia.

Tincion Gram

Para la verificacién de la pureza del cultivo, se tomd un portaobjetos que debe estar limpio,
desinfectado y seco; se colocd una gota de agua destilada que fue mezclada con una cantidad
considerable de muestra del cultivo solido la cual fue esparcida y fijada al calor del mechero.
Posteriormente se procedié a inundar con cristal violeta por un minuto, se lavd con agua destilada; se
agregd lugol por un minuto, se lavd con agua destilada; se colocd solucidn decolorante por 15 segundos,
se lavé con agua destilada y se colocé safranina por 30 segundos y un ultimo lavado con agua destilada
(Guazha Herrera, 2020; Rodriguez et al., 2020).

Las placas secas fueron llevadas al microscopio donde se observo con el lente 100X y aceite de
inmersién, para diferenciar bacterias Gram positivas (Azul — Violeta) de Gram negativas (Rojo-Rosado).

La formay la agrupacion de los microorganismos permitieron diferenciar entre bacilos (forma

alargada y cilindrica), coco bacilos (forma rectangular con filos bordeados), cocos (forma circular),
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estreptococos (cocos agrupados en cadenas de al menos 7 unidades) y estafilococos (cocos agrupados
en forma de racimos) (Smeltzer y Beenken, 2013).
Figura 3

Diferenciacion de cultivos por tincion Gram 100X

Nota. Cocos Gram positivos. Autoria propia.

Una vez que los microorganismos de los cultivos puros se identificaron como Gram positivas o
Gram negativas se procedié a realizar las pruebas bioquimicas respectivas.
Pruebas bioquimicas
Pruebas bioquimicas para bacterias Gram positivas.
Catalasa

En un portaobjetos se colocd una gota de perdxido de hidrégeno 3%, se agregé la muestra del
cultivo aislado puro tomado del agar nutriente con un asa de platino esterilizada, se mezclé y se observd
la reaccién, todo el proceso se realizé con el maximo cuidado para no contaminar la muestra (Shoaib et

al., 2020). Si en los primeros 20 segundos se observé formacion de burbujas este es catalasa positiva.
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Figura 4

Reaccidn de catalasa positiva (izquierda) y negativa (derecha)

Nota. Autoria propia.

Coagulasa

Esta prueba se realizé mezclando el plasma sanguineo de conejo con una colonia de bacterias.
Las bacterias produciran la enzima coagulasa que coagulard el plasma sanguineo indicativo de reaccién
positiva a coagulasa la que permitioé identificar a Staphylococcus aureus (Bergey y Holt, 1994).
ADNasa

Para la preparacidn del medio ADNasa, se colocd 42 g del medio y 0,05 g de azul de toluidina en
un litro de agua, se esterilizé y se dispensd en cajas Petri. Se sembraron dos muestras por caja, mediante
una sola estria gruesa, se incubd a 37°C por 24 h. Para la observacion de resultados, se cubrid la caja con
acido clorhidrico hasta cubrir todo el medio y se observd la formacion de un halo transparente
alrededor del crecimiento dando positivo a ADNasa asi permitiendo identificar a Staphylococcus aureus

(Guazha Herrera, 2020).
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Figura 5

Reaccion de ADNasa

Nota. (A) positiva y (B) negativa. Autoria Propia.

Agar sangre:

Para la elaboracion del medio sangre se colocé 40 g de base sangre en un litro de agua, se
esterilizé y se agregd del 5 al 8% de sangre al medio a 40°C. Se dispensd y se sembraron dos muestras
por caja, por estriado simple. Se incubd a 37°C por 24 h y se observé el tipo de hemdlisis. Hemdlisis beta
se da por la lisis total de glébulos rojos, formando un halo claro alrededor de las colonias. Hemélisis

gamma se da por la ausencia de hemodlisis, el medio no presenta cambios de coloracién (Boerlin et al.,

2003).
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Figura 6

Bacterias con crecimiento en Agar sangre

Nota. (A) Bacterias beta hemoliticas y (B) bacterias
gamma hemoliticas. Autoria Propia.

Agar Sal manitol:

Es un medio altamente selectivo por la alta concentracion salina y diferencial debido a la
capacidad de fermentacion del manitol por los microorganismos. Las bacterias que crecen en un medio
con alta concentracion de sal y fermentan el manitol, producen acidos, con lo que se modifica el pH del
medio y vira el indicador de pH del color rojo al amarillo. Estafilococos coagulasa positivos, como
Staphylococcus aureus, producen cambio en el medio circundante de color amarillo, estafilococos
coagulasa negativos, como Staphylococcus epidermidis, producen colonias de color rojo y no hay
cambio de coloracion del medio (Bou et al., 2011). Para la siembra, se dividié la caja en 2 partes, en cada
una se realizo la siembra de una muestra por estriado simple. Se incubd a 37°C por 24 horas y se

observo el cambio de coloracion en el medio.
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Figura 7

Crecimiento en medio sal manitol

Na. stafilococos sal maitol positivo (1) y estafilococos
sal manitol negativo (2) y (3). Autoria propia.

Medio Maltosa

El medio contiene purpura de bromocresol que permite la identificacién del cambio de pH por la
fermentacién de maltosa, produciendo una coloracién amarillenta en el medio circundante (Brown y
Benson, 2007). Para la elaboracién del medio, se colocd en un litro de agua 40 g de maltosa, 15 g de
agar, 10 g de extracto de levadura, 10 g de peptona y 0,1 g de purpura de bromocresol. Se autoclavd y
dispensd en cajas Petri. Se sembraron dos muestras por caja, por estriado simple, se incubaron a 37°C

por 24 h y se observé el cambio en la coloracion del medio.
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Figura 8

Reaccion de Maltosa

Nota. (A) positiva y (B) negativa. Autoria
propia.

Una vez identificados los microorganismos con todas las pruebas bioquimicas se procedié a
seleccionar los microorganismos de interés para la realizacién de las pruebas API y los antibiogramas.
Metodologia para la realizacion de Pruebas API
Microgen Staph-ID System

Se realizd tincién Gram (Gram positivos), una prueba de catalasa (catalasa positiva) y una
prueba de coagulasa (coagulasa positiva) para confirmar que pertenece al género Staphylococcus.

Se tomd una sola colonia de los tubos con agar nutriente inclinado e incubado de 18 a 24 horas,
se mezcld en el medio que suministra el kit.

Se retird la cinta adhesiva que cubre los pocillos, se tomé de 3 a 4 gotas del medio con una
pipeta Pasteur estéril y se colocd en cada pocillo de la tira, después se cubrid con 3 a 4 gotas de aceite
mineral al pocillo 10 y 11 (sefialados con un circulo negro). Se sellé con la cinta adhesiva retirada y se

incubd a 37°C por 24 horas. Se adiciond los reactivos necesarios (Nitrato A, Nitrato B y PYR) en los
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pocillos que asi lo ameritaron, es decir donde la guia rapida del producto sefialé. Se realizo la lectura
final de resultados (Figura 9), observando en la tabla de colores (Figura 10) indicada en la guia rapida del
producto. Se llend la hoja de resultados de Microgen (Figura 11), segun los valores descritos en la
misma, para obtener un valor numérico de 5 digitos.

Figura 9

Resultado de las tirrillas de Microgen™ Staph ID MID-69 a las 24 horas de incubacion

2000000 L IOO®

. e —,

-

Nota. Autoria propia.

Figura 10

Tabla de colorimetria Microgen™ Staph ID MID-69

WELUNAPFCHEN
=i 1106 7 8 9 9a 10 1" 12
Carbohydrate (PGN) Ureass PYR
Reaction PHS poL poN Nitrate

we | @ OO0
@

@O0 O
@0 O
@® O |
00O

Nota. Recuperado de (Microgen, 2021).



Se digit6 el perfil numérico en el Software Microgen Identification System, este genera un

informe de los cinco microorganismos mas parecidos en una base de datos selectiva.

Figura 11

Ejemplo de hoja de resultados

MICROGEN STAPHYLOCOCCUS-ID 12 TEST

REPORT FORM
ab. No specimen Type: 1 bocng/ Sir B, HSRQSEN
A7 . e

A 7 oate [ VX (bbb 05

Staphylococcus 1D
Well Number sal 1 [ 213« 5] el 7] 8] o] 1] 12
= | R
. LaT | cpa| NIt | suc| TRe NG| mns | Turjlero| pot | Tl uRE | ARG PR
24 hours SRR IR E SR E R EE REHEL =
Reactionindex | 4 | 2 | 1+ J « | 2 | 1 23 1 s Qa2 a2l
um

Profile No. | w0 4 & Final Igentication: )70/ &/ Aosretls

Nota. Recuperado de (Microgen, 2021).

Microgen® STREP-ID

Se realizo tincion Gram (cocos Gram positivos en cadenas o pares), prueba de catalasa (catalasa

negativa) y agar sangre (hemolisis a o B).

Se tomd una cantidad considerable de colonia de los tubos con agar nutriente inclinado e

incubado de 18 a 24 horas, se mezclé en el medio que suministra el kit hasta lograr una suspensién

equivalente a 2.0 en la escala de MacFarland.

Se afadié tres gotas de hipurato en un tubo vacio suministrado por el kit, se tomé un barrido de

la colonia solida se realizé una emulsidn de hipurato en el tubo, se cerré el tubo y se incubo a 37°C de 18

a 24 horas.
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Se retiré la cinta adhesiva que cubre los pocillos, se tomé de 3 a 4 gotas del medio con una

pipeta Pasteur estéril y se colocé en cada pocillo de la tira, después se cubrié con 3 a 4 gotas de aceite

mineral al pocillo 12 (sefialado con un circulo negro). Se sellé con la cinta adhesiva retirada y se incubo a

37°C por 24 horas. Se adiciond los reactivos necesarios (VP I, VP I, PYR y Ninhydrin) en los pocillos que
asi lo ameritaron, es decir donde la guia rdpida del producto sefiald. Se realizé la lectura final de
resultados (Figura 12), observando en la tabla de colores (Figura 13) indicada en la guia rapida del
producto. Se llend la hoja de resultados de Microgen (Figura 14), segun los valores descritos en la
misma, para obtener un valor numérico de 5 digitos.

Figura 12

Resultado de las tirrillas de Microgen® STREP-ID a las 24 horas de incubacion

P990000W¢ ) 0 Q€

B _‘,._._____1

i

Nota. Autoria propia.
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Figura 13

Tabla de colorimetria Microgen® STREP-ID

WELL/NAPFCHEN
JGODET 1tod T 8 B0 11 12
Carbohycimta Esculin PHS, PYR Arginine Hippurate
Reaction Fermentation Voges Proskauer PGA pu
Negative

..OO

O
°0

Nota. Recuperado de (Microgen, 2021).

@O
0@ O

Se digit6 el perfil numérico en el Software Microgen Identification System, este género un

informe de los cinco microorganismos mas parecidos en una base de datos selectiva.

Figura 14

Ejemplo de hoja de resultados

MICROGEN STREP-ID
REPORT FORM

MICROGEN

Lab. No Specimen Type. \&ccn~ Macews  mormodbucTs

S

D I3es

Date 2o

L Strep-1D - ]
Woll Number 1] 2] 3} « 5 |6l 7] 8] oflw] ] 2
Reacton HiP [ AHE [ BHE| MEL [ SOR| INUJ[LACT ARA | RiBIIESC| vP | PHS] 1GA | PYR| ARG
24 hours S 4~ 2 + - —
Rexhof\mx- 4 2 1 < 2 1 4 g ] 74 2 !7 4 2
Sum of Postivel ) \ ,- -— “
Reactons e ; -y Y
PofieNo. 2w . Final Identification. ™S . o~k vs Wovsoec b

Nota. Recuperado de (Microgen, 2021).



Una vez identificados los agentes causales por medio de Tincién Gram, las pruebas bioquimicas
y APl se procedio a realizar los antibiogramas.

Metodologia para la realizacion de antibiogramas

Se prepard caldo peptona 24 horas antes del procedimiento se tomd una cantidad considerable
de cultivo solido tomado de los tubos con agar nutriente inclinado de 18 — 24 h de incubacién. Se ajusto
la turbidez equivalente al estdndar 0,5 de la escala de Mc. Farland.

En agar Muller Hilton (34g/L) que se prepard6 24 horas previo al procedimiento, se sembré con
un tridngulo de inoculacidn las cepas aisladas de los microorganismos en una caja Petri para cada cultivo
puro, en presencia del mechero se colocé con pinzas metadlicas 5 sensidiscos con ingrediente activo
dispuestos de manera uniforme (separadas la misma distancia, y sin estar muy cerca al borde de la caja)
dentro de la caja Petri (Tabla 5) (Bernal y Guzman, 1984).

Tabla 5

Concentracion de los ingredientes activos a utilizar en los sensidiscos

Antibioticos Concentracion
Novobiocin 30 ug
Cloxacilina 5ug

Ceftiofur 30 ug
Oxytetraciclina 30 ug
Cefalaxina 30 ug

Nota. pg: Micro gramos. Recuperado de (Acufia Molina vy
Rivadeneira Espinosa, 2008; Andrade Cerdn y Sanchez Galarza,
2018; Bernal y Guzman, 1984).

Se evaluard la resistencia o sensibilidad de cada agente microbiano de acuerdo al halo de

inhibicién que forma cada cultivo (Tabla 6).
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Tabla 6

Interpretacion de sensibilidad de bacterias causantes de mastitis en vacas a diferentes ingredientes

activos
Ingrediente Microorganismo Diametro de inhibicion (mm)
activo R | S

Novobiocin Staphyloccocus sp. >22,0

Oxitetraciclina <14,0 15-18 >19,0

Cloxacilina Staphyloccocus <10,0 11-12 >13,0

aureus
Staphyloccocus sp. <17,0 >18,0
Ceftiofur Staphyloccocus sp.. <17,0
Cefalaxina Staphyloccocus sp. <14,0 15-17 >18,0

Nota. R: resistente, I: intermedio, S: sensible, mm: milimetros, <: menor o
igual que, 2: mayor o igual que. Recuperado de (Bernal y Guzman, 1984; CLSI,
2022; Devriese et al., 1985).
Variables por medir
El agente causal se identifico y tipifico por Tincidon Gram y pruebas bioquimicas (Catalasa,
Coagulasa, ADNasa, Agar Sangre, Agar Sal manitol, Maltosa y pruebas API) en donde se utilizé 5 mL de la
muestra de leche. Para la resistencia a antibidticos se utilizé la técnica de sensidiscos sumergidos en
ingredientes activos (Cefalaxina, ceftiofur, cloxacilina, novobiocin y oxytetraciclina) la cual se evalué por
el diametro del halo de inhibicidn de cada ingrediente activo.
Andlisis estadistico
Las variables riqueza y diametro del halo de inhibicidn se analizaron por medio de estadistica
descriptiva (promedio, error estandar, coeficiente de variacién, prueba no paramétrica y diferentes
técnicas graficas).
Una vez obtenidos los valores se realizé una prueba de comparacién de medias de a pares al 5%.

Este procesamiento de datos se realizd en EXCEL y el programa estadistico InFostat
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CAPITULO IV
RESULTADOS
Aislamiento de microorganismos
Después de la siembra en los medios agar sangre, sal manitol, EMB y MacConkey se obtuvieron
un total de 255 aislamientos cuya morfologia y tincion Gram se detallan a continuacién (Figura 15).
Figura 15
Porcentaje de microorganismos aislados de las vacas muestreadas positivas para mastitis en la Hacienda

El Prado- IASA |

1%

= Estafilococos Gram positivos

= Estreptococos

= Cocos Gram negativos

m Bacilos Gram negativos

m Bacilos Gram positivos

Nota. Autoria Propia.

Después de la siembra en los medios se obtuvieron 126 aislamientos antes de la aplicacién del
protocolo y 129 aislamientos después de la aplicacién del protocolo cuya morfologia y tincién Gram se

detallan a continuacion.
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Figura 16

Numero de microorganismos aislados pre y posprotocolo en vacas positivas para mastitis en la Hacienda

El Prado- IASA |

100 95

90

80 74

70

60

50

40

30 24
20

6 6
P — .
0 —_— —_—

Estafilococos Estreptococos Cocos gram Bacilos gram Bacilos gram
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28
19

M Preprotocolo Posprotocolo
Nota. Autoria Propia.
De los 255 aislamientos 169 fueron Estafilococos Gram positivos, asi se procedié a realizar una
identificacion por especie de estafilococos con pruebas bioquimicas y pruebas API.
Identificacion de microorganismos con pruebas bioquimicas.
Tabla?7

Numero de microorganismos obtenidos de los cuartos muestreados de vacas positivas a mastitis

s 2. 8 g c :
Q S Q
° 5 3 S3 82 2 8§ Eg 58 s
[<] s Qo 9 Q¥ o £ Q Q o — - O
o ] O3 &2 o © e (.2 V2 03
o Q W - < QLS [s] = - her]
o = =< X SQ 2 Q wmo Y QE
-la S > S < % < E E Q O o oo =]
= < S® &5 §aa8a 8 8 99 T 9 T8
a & = 52 T U O & 8¢ ®€c g9
S =38 = 5 Y o a
Y @ @\ @\
Preprotocolo Produccidn 5 5 3 13 24 4 1 0
Seco 27 6 34 0 0 2 0 0
Posprotocolo Produccién 5 6 12 5 20 15 0 0
Seco 3 5 15 23 8 4 2 6

Nota. Autoria Propia.
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Figura 17

Numero de microorganismos identificados pre y posprotocolo en vacas en produccion y en seco positivas para mastitis en la Hacienda El Prado-

IASA |

r 6
Bacilos gram positivos
2
Bacilos gram negativos
1
Cocos gram negativos P 15
4
24

23
Otros SCN SF
_ 13

15
S.e. 34
L 8
h
S.a.
5 27

0 5 10 15 20 25 30 35 40

" Posprotocolo Seco  ® Posprotocolo Produccion M Preprotocolo Seco M Preprotocolo Produccion

Nota. S.e.: Sthaphylococcus epidermis; S.s.: Sthaphylococcus saprophyticus; S.a.: Staphyloccocus
aureus. Autoria Propia.
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Para el procesamiento de datos en el programa estadistico Infostat se procedié a nombrar a los

factores de la siguiente manera (Tabla 8).

Tabla 8

Nombre de los factores para el programa Infostat

Factores Programa
Tipo de vaca Produccién
En produccién Pro_Si
En seco Pro_No
Numero de partos Partos
Dela3 Dela3
De4ab Ded4ab
Antibidtico Antibidtico
Si Ant_Si
No Ant_No

Nota. Autoria Propia.

Para obtener los resultados de interés se procedié a clasificar a los datos en presencia de
Estafilococos Gram + (PEG+) y ausencia (AEG+); presencia de Staphyloccocus aureus (SA+) y ausencia
(SA-), y a su vez presencia con el valor de 1y ausencia con el valor de 0 para poder cambiar los datos de
categoricos a reales y asi poder realizar una prueba no paramétrica con un nivel de significancia del 95%.

Los microorganismos representativos causantes de mastitis se encuentran en el grupo general
de Estafilococos Gram +, el especifico derivado del anterior grupo mencionado es Staphyloccocus aureus

y los resultados se presentan a continuacién (Tabla 9).
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Tabla 9

Estadisticas por tratamiento de Estafilococos Gram + (Media, Valor H de la prueba Kruskal Wallis y

respectivos valores p) para vacas positivas a mastitis de la Hacienda El Prado — IASA |

Protocolo Tratamiento Producciéon Partos Antibidtico Media H p
Pre T1 Si Dela3 Si 0,38 26,3 0,0001
T3 Si Dedab6 Si 0,57
T5 No Dela3 Si 1
T7 No Ded4ab6 Si 0,96
T2 Si Dela3 No 0,44 21,5 0,0001
T4 Si Ded4ab6 No 0,57
T6 No Dela3 No 0,95
T8 No Dedab No 1
Pos T1 Si Dela3 Si 0,27 26,3 0,0001
T3 Si Dedab Si 0,67
T5 No Dela3 Si 0,90
T7 No Dedab Si 0,79
T2 Si Dela3 No 0,36 21,5 0,0001
T4 Si Dedab6 No 0,6
T6 No Dela3 No 0,25
T8 No Ded4ab6 No 0,61

Nota. Autoria Propia.

El analisis de las tendencias de los tratamientos mediante la prueba de Kruskal Wallis puso de

manifiesto que habia diferencias significativas, dependientes de la produccidn, partos, aplicacién de

antibidtico, antes y después de la aplicacién del protocolo (H=26,3; p=0,0001) y (H=2,5; p=0,0001) (Tabla

9) para la variable de interés Estafilococos Gram +.

Se procedio a realizar una prueba de comparacién de medias de a pares al 0.05 (Tabla 10).
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Tabla 10
Ranks * desviacion estdndar de la cantidad de Estafilococos Gram + encontrados en los diferentes

tratamientos pre y pos protocolo

Protocolo Tratamiento Numero de microorganismos
Pre Tl 45,12+0,51 AB
T3 57,0740,51 ABC
T5 84,50+0,00 C
T7 81,7240,21 C
T2 51,2840,51 A
T4 59,7940,51 AB
T6 83,6610,23 BC
T8 87,00+0,00 C
Pos T1 37,9540,46 A
T3 63,17+0,49 ABC
T5 78,40+0,30 C
T7 70,79+0,43 BC
T2 46,18+0,50 A
T4 61,6010,51 AB
T6 39,3840,46 A
T8 62,15+0,50 AB

Nota. Medias con una letra comun no son significativamente
diferentes (p>0,05). Autoria Propia.



Tabla 11
Estadisticas por Tratamiento de Staphyloccocus aureus (Media, Valor H de la prueba Kruskal Wallis y

respectivos valores p) para vacas positivas a mastitis de la Hacienda El Prado — IASA |

Protocolo Tratamiento Producciéon Partos Antibidtico Media H p
Pre T1 Si Dela3 Si 0,08 9,18 0,0004
T3 Si Dedab Si 0,00
T5 No Dela3 Si 0,22
T7 No Ded4ab6 Si 0,43
T2 Si Dela3 No 0,06 8,62 0,0054
T4 Si Dedab No 0,21
T6 No Dela3 No 0,32
T8 No Ded4ab No 0,44
Pos T1 Si Dela3 Si 0,05 9,18 0,0004
T3 Si Dedab Si 0,00
T5 No Dela3 Si 0,01
T7 No Ded4ab6 Si 0,00
T2 Si Dela3 No 0,14 8,62 0,0054
T4 Si Ded4ab6 No 0,13
T6 No Dela3 No 0,00
T8 No Ded4ab6 No 0,00

Nota. Autoria Propia.

El analisis de las tendencias de los tratamientos mediante la prueba de Kruskal Wallis puso de
manifiesto que habia diferencias significativas, dependientes de la produccidn, partos, aplicacién de
antibidtico, antes y después de la aplicacién del protocolo (H=8,62; p=0,0054) y (H=8,62; p=0,0054)
(Tabla 11) para la variable interés Staphyloccocus aureus.

Se procedio a realizar una prueba de comparacion de medias de a pares al 0.05 (tabla 12).



Tabla 12

Ranks * desviacion estdndar de la cantidad de Staphyloccocus aureus encontrados en los diferentes

tratamientos pre y pos protocolo.

Protocolo Tratamiento

Numero de microorganismos

Pre T1
T3
T5
T7
T2
T4
T6
T8
Pos T1
T3
T5
T7
T2
T4
T6
T8

60,92+0,28
56,00+0,00
70,22+0,44
83,83+0,51
56,97+0,25
66,61+0,43
73,05+0,48
81,22+0,51
58,91+0,21
56,00+0,00
65,14+0,36
56,00+0,00
62,07+0,36
61,47+0,35
53,00+0,00
53,00+0,00

AB

> » r» » »r >

>

B

> > » >

A

Nota. Medias con una letra comun no son significativamente

diferentes (p>0,05). Autoria Propia.

Pruebas API

Para la realizacion de pruebas API se procedid a seleccionar los microorganismos identificados

por pruebas bioquimicas en cada grupo de datos, y los resultados son los siguientes.
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Tabla 13

Resultados de las pruebas API realizadas tanto para Estafilococos (Microgen Staph-ID System) y para

Estreptococos (Microgen® STREP-ID)

MICROORGANISMO

PROTOCOLO PRODUCCION PRUEBAS PRUEBAS API
BIOQUIMICAS
PRE SECO Streptococcus sp Streptococcus
agalactiae
PRE PRODUCCION  Streptococcus sp Streptococcus
agalactiae
PRE SECO Staphylococcus Staphylococcus
epidermidis epidermidis
PRE PRODUCCION Staphylococcus Staphylococcus
epidermidis epidermidis
PRE SECO Staphylococcus Staphylococcus
saprophyticus saprophyticus
PRE PRODUCCION Staphylococcus Staphylococcus
aureus aureus
PRE SECO Staphylococcus Staphylococcus
aureus aureus
PRE PRODUCCION Staphylococcus Staphylococcus
saprophyticus saprophyticus
POS SECO Streptococcus sp Streptococcus
uberis
POS PRODUCCION  Streptococcus sp Streptococcus
dysgalactiae
POS SECO Staphylococcus sp Staphylococcus
simulans
POS PRODUCCION  Staphylococcus sp Staphylococcus
warneri
POS SECO Staphylococcus sp Staphylococcus
simulans
POS PRODUCCION Staphylococcus Staphylococcus
saprophyticus saprophyticus
POS SECO Staphylococcus Staphylococcus
aureus aureus
POS PRODUCCION Staphylococcus Staphylococcus
aureus aureus

Nota. Autoria Propia.
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Tanto para la identificacion por pruebas bioquimicas y las pruebas APl tenemos identificado al

mismo microorganismo, para los microorganismos generales como Estreptococos sp y Staphylococcus sp

tenemos la identificacidn especifica con las pruebas API para los 2 géneros.

Antibiogramas

Para la realizacion de los antibiogramas se procedid con los microorganismos identificados por

pruebas bioquimicas y API.

Los 5 antibiticos son: Oxitetracilina (30 pg), Cloxacilina (5 pg), Cefalaxina (30 pg) que son los
antibidticos mas utilizados para el tratamiento de mastitis; Novobiocin (30 pg) y Ceftiofur (30 ug) que

son antibidticos menos utilizados asi prospectando su antiobioresistencia en estos microorganismos.

Tabla 14

Susceptibilidad y resistencia de microorganismos causantes de mastitis a antibidticos en vacas de La

Hacienda El Prado - IASA |

[oT]

2 2 ¥ 2 %

o o o o a

z £ ° > «

4 S £ =z Luwz

PROTOCOLO PRODUCCION MICROORGANISMO & 35 2 g S =

) (@) - <

8 X g w 3

3 9 &8 % &

g Q O é ()

PRE SECO Streptococcus S S S S S
agalactiae

PRE PRODUCCION Streptococcus s S S S S
agalactiae

PRE SECO Staphylococcus S S S S S
epidermidis

PRE PRODUCCION Staphylococcus S S S S R
epidermidis

PRE SECO Staphylococcus S R R S S
saprophyticus

PRE PRODUCCION Staphylococcus S S S S S
aureus
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e 2 ¥ 2z I
w o O 8
Z < o0 > o <
S Zz x 9%
. SwS S5 S8 2
PROTOCOLO PRODUCCION MICROORGANISMO 8 = g 6 e 2 >S<
Ll
> X E |; <
e 9 4 X ]
(@] o o o
PRE SECO Staphylococcus S S S S S
aureus
PRE PRODUCCION Staphylococcus S S S S S
saprophyticus
POS SECO Streptococcus uberis S S S S S
POS PRODUCCION Streptococcus S S S S S
dysgalactiae
POS SECO Staphylococcus S S S S S
simulans
POS PRODUCCION Staphylococcus S S S S S
warneri
POS SECO Staphylococcus S S S S S
simulans
POS PRODUCCION Staphylococcus S S S S S
saprophyticus
POS SECO Staphylococcus S S S S S
aureus
POS PRODUCCION Staphylococcus S S S S S
aureus

Nota. R: resistente; S: sensible. Autoria Propia.

El microorganismo Staphylococcus epidermidis aislado antes de la aplicacién del protocolo de
vacas en produccién presenta resistencia a Cefalaxina (30 pg) y Staphylococcus saprophyticus aislado
antes de la aplicacion del protocolo de vacas en seco presenta resistencia a Cloxacilina (5 pg) y
Ceftiofur (30 pg). La mayor parte de los microorganismos aislados son sensibles a todos los antibidticos

evaluados.
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Figura 18

Halo de inhibicidn de 5 antibidticos ante los microorganismos
identificados, preprotocolo en vacas en produccion positivas a
mastitis en La Haciendo El Prado — IASA |
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EA SIE SI):\ 55
MICROORGANISH
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Nota. EA: Streptococcus agalactiae; SE: Sthaphylococcus
epidermis; SA: Staphyloccocus aureus; SS: Sthaphylococcus
saprophyticus. NO 30: Novobiocin (30 pg); Cloxacilina (5 pg);
FUR 30: Ceftiofur (30 pg); OT 30: Oxitetracilina (30 pg); CL 30:
Cefalaxina (30 pg). Autoria Propia.

Figura 19

Halo de inhibicidon de 5 antibidticos ante los microorganismos

identificados, preprotocolo en vacas en seco positivas a mastitis en

La Haciendo El Prado — IASA |
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Nota. EA: Streptococcus ac .
Sthaphylococcus  epidermis; SA: Staphyloccocus
aureus; SS: Sthaphylococcus saprophyticus. NO 30:
Novobiocin (30 pg); Cloxacilina (5 pg); FUR 30:
Ceftiofur (30 pg); OT 30: Oxitetracilina (30 pg); CL 30:
Cefalaxina (30 pg). Autoria propia.
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Figura 20 Figura 21

Halo de inhibicidn de 5 antibidticos ante los microorganismos Halo de inhibicidon de 5 antibidticos ante los microorganismos
identificados, posprotocolo en vacas en produccion positivas a identificados, posprotocolo en vacas en seco positivas a mastitis en
mastitis en La Haciendo El Prado — IASA | La Haciendo El Prado — IASA |
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Nota. ED: Streptococcus dysgalactiae; SW: Staphylococcus Nota. EU: Streptococcus uberis; Sl: Staphylococcus simulans; SA:
warneri; SA: Staphyloccocus aureus; SS: Sthaphylococcus Staphyloccocus aureus. NO 30: Novobiocin (30 pg); Cloxacilina (5 ug);
saprophyticus. NO 30: Novobiocin (30 pg); Cloxacilina (5 pg); FUR FUR 30: Ceftiofur (30 pg); OT 30: Oxitetracilina (30 pg); CL 30:
30: Ceftiofur (30 pg); OT 30: Oxitetracilina (30 pg); CL 30: Cefalaxina (30 pg). Autoria propia

Cefalaxina (30 pg). Autoria propia.
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CAPITULO V
DISCUSION
Microorganismos identificados

Segun Calvinho (2005), la higiene de la ubre, el tamafio del establo, periodo y nimero de
lactacion, higiene de la sala del ordefio y el uso de sellador son factores determinantes en la presencia
de mastitis subclinica. En La Hacienda El Prado — IASA | se tiene buenas practicas de ordefio (BPO) lo que
podria explicar la similitud de porcentajes (79% Estafilococos Gram +) con Guazha Herrera (2020) en el
aislamiento de microorganismos ya que, las fincas muestreadas tienen conocimientos de BPO.

El grupo general de Estafilococos Gram + fueron los microorganismos aislados que
representaron el 66% en vacas positivas a mastitis, valores similares han sido reportados por Guazha
(2020) en la provincia de Galapagos, en el cual el 79% de todos los aislados fueron Estafilococos Gram +
en vacas positivas a mastitis. Esta similitud puede deberse a que se utilizé la misma metodologia en
cuanto a la toma de muestras e identificacién de agentes causales.

Staphyloccocus aureus, el principal agente causal de mastitis se encontré en un 23,67% siendo
una presencia menor en contraste con lo reportado por Guazha (2020) con un 47,37% en Galdpagos y
Andrade Cerdn y Sdnchez Galarza (2018) con un 55,2% en Bolivar, de los aislados de vacas positivas a
mastitis, esto podria explicarse por el nimero de muestras tomadas, la provincia donde fueron tomadas
y las buenas practicas de ordefio aplicadas en la Hacienda El Prado, segin Morales Cuichan (2021) se
sellan los pezones con un sellador a base de Yodo cuando se termina el ordefio esto puede representar
una diferencia abismal al momento de controlar o combatir infecciones por Staphyloccocus aureus.

El 37,86% de los aislados de muestras con mastitis corresponden a Sthaphylococcus epidermis,
el 13,00% a Sthaphylococcus saprophyticus y el 24,26% a otros estafilococos coagulasa negativos,

valores inferiores fueron encontrados por Amer et al. (2018) en la provincia de El Oro, donde el 55,3%
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de los aislados causantes de mastitis subclinica corresponden a estafilococos coagulasa negativos (SCN)
tales como S. epidermidis, S. haemolyticus, S. hominis, S. sciuri, S. arlettae y S. gallinarum, esto podria
deberse a que los microorganismos en dado estudio fueron identificados por métodos moleculares
siendo diagnésticos definitivos por tener una mayor sensibilidad y especificidad que los otros métodos
segun lo menciona Franco Zetina et al. (2019).

Estreptococos y bacilos Gram negativos fueron identificado en el 30,76% y 1,78% de los aislados
respectivamente en el presente estudio. Estos valores son similares a los reportados por Bonifaz y
Conlago (2016) en Cayambe, que identificaron Streptococcus dysgalactiae en el 13% vy E. colien el 13%
de aislados, esto podria deberse a que el estudio fue enfocado en la identificacién de Estreptococos
causantes de mastitis y de E. coli; pero son altos comparados con los reportados por Andrade y Sanchez
(2018) en Bolivar, que identificaron 1.5% de Streptococcus sp., 15% E. coli, 1.5% Shigella sp., 3%
Klebsiella sp.y 1.5% Enterobacter sp, esto puede ser porque utilizaron técnicas de identificacién tanto
para bacterias Gram positivas y Gram negativas.

Bacilos Gram positivos se identificaron en el 3.5% de los aislados de muestras con mastitis,
encontrando un evidente contraste con el estudio realizado por Andrade Cerdn y Sanchez Galarza
(2018) en Bolivar, donde Bacillus sp se aislé en el 26.9% de muestras, esta diferencia posiblemente se
debe a que utilizaron técnicas de identificacién exclusivas para bacilos Gram positivos; en el estudio
realizado por Amer et al. (2018) en El Oro, se encontrd bacilos Gram positivos como B. cereus, B.
licheniformis y B subtilis en un 22.1% de casos mencionando que son patégenos importantes de mastitis
clinica y subclinica la identificacién de estos se realizé por métodos moleculares lo que provee un
nombre exacto al microorganismo.

Los factores estudiados en el presente estudio fueron: tipo de vaca (en produccién y en secado),

numero de partos (1 a 3y 4 a 6) estos factores son estadisticamente significativos para Estafilococos
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Gram+ y Staphyloccocus aureus siendo de importancia en el padecimiento de mastitis en vacas lecheras
tal como lo menciona Detilleux (2018), con el periodo de secado, Heringstad et al. (2000) con la etapa
de lactancia y (Liu et al., 2020) con nimero de partos. También se indica una diferencia entre aplicar o
no algun tratamiento antibidtico, y en el antes y después de la aplicacién de dicho protocolo
(antibidtico), ya que se observd una disminucién de Estafilococos Gram+ y Staphyloccocus aureus.
Pruebas API

Al momento de identificar los microorganismos aislados se pudo corroborar por medio de
pruebas API a Estafilococos especificos (Microgen Staph-ID System) e identificar otros como los
reportados por Bonetto (2014) causantes de mastitis que son Staphylococcus simulans y Staphylococcus
warneri la identificacidn de diferentes microorganismos posiblemente se debe a que el estudio estaba
enfocado en identificar agentes causales no comunes de mastitis.

Al identificar Estreptococos (Microgen® STREP-ID) se pudo identificar a Streptococcus
agalactiae, Streptococos dysgalactiae y Streptococcus uberis causantes de mastitis seguin lo reportado
por Julio et al. (2014) donde se utilizé Vitek® 2, aun asi teniendo una similitud aceptable de
identificacion entre el método manual y el rapido, hay que recalcar que los métodos de identificacién
rapida difieren entre autor ya que son diferentes casas comerciales.

Antibiogramas

Para Staphylococcus aureus, Staphylococcus simulans, Staphylococcus warneri, Streptococcus
uberis, Streptococcus dysgalactiae y Streptococcus agalactiae siendo estos englobados en Bacterias
Gram positivas, no presentan resistencia a ninglin antibidtico en ninguno de los grupos, hallazgo similar
a Acuia Molina y Rivadeneira Espinosa (2008) en Pichincha, que reportaron que en bacterias Gram

positivas la mayoria de antibidticos podran ayudar eficientemente en el control, esto se debe a buenas
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practicas de ordeiio, al uso de medicamentos respetando dosis y tiempo de aplicacion; y que se trabajo
en la misma provincia.

Staphylococcus saprophyticus es sensible a la mayoria de antibidticos y en su mayoria de grupos
excepto para cloxacilina y ceftiofur en el grupo preprotocolo en seco; segin Tollersrud et al. (2008) en
Noruega, donde ceftiofur fue utilizado para el tratamiento de mastitis y no presento resistencia en
ningun microorganismo, la diferencia de resultados puede deberse a la cantidad de antibiético utilizado
y a la diferencia de manejo en el tratamiento de mastitis.

Staphylococcus epidermidis es sensible a la mayoria de antibidticos y en su mayoria de grupos
excepto para cefalaxina en el grupo preprotocolo en produccion; hallazgo similar reportado por Andrade
Cerdn y Sanchez Galarza (2018) en Bolivar, donde el antibidtico que presento mayor resistencia en los
diferentes microorganismo fue cefalaxina la similitud de resultados posiblemente es porque se utilizé la
misma metodologia para la realizacidn de los antibiogramas y por la zona (Sierra ecuatoriana).

Novobiocin y Ceftiofur son antibidticos eficaces para tratar bacterias Gram Positivas asi
prospectando un uso eficiente en el tratamiento de mastitis.

En los 2 Unicos microorganismos que presentaron resistencia se recalca que Staphylococcus
epidermidis pertenece a vacas en producciéon y Staphylococcus saprophyticus a vacas en el seco esto
puede deberse a que se utiliza diferentes productos para el control de mastitis, hallazgo reportado por
(Mainau et al., 2014).

Las diferencias del estudio con los citados, fueron las condiciones medioambientales, protocolo
en la toma de muestras, diferencia de agentes causales de mastitis, diferentes niveles de resistencia,

practicas y condiciones de manejo, tipo, uso y cantidad de antibiético suministrado.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Los agentes causales de mastitis subclinica preprotocolo tanto en vacas en produccién como en
seco en general fueron: Estafilococos Gram positivos, Estreptococos y Bacilos Gram negativos,
en especifico fueron Staphyloccocus aureus, Sthaphylococcus saprophyticus y Sthaphylococcus
epidermis; para posprotocolo tanto en produccion y en seco en general fueron Estafilococos
Gram positivos, Estreptococos, Bacilos Gram negativos y Bacilos Gram positivos en especifico
fueron Staphyloccocus aureus, Sthaphylococcus saprophyticus y Sthaphylococcus epidermis.

El nUmero de aislados de estafilococos Gram positivos y Staphyloccocus aureus es mayor antes
de la aplicacidn del protocolo en vacas en seco y con un niumero de partos de 4 a 6.

Todos los agentes causales identificados son sensibles a los antibidticos utilizados en el estudio a
excepcion de Staphylococcus epidermidis, aislado antes de la aplicacion del protocolo de vacas
en produccion que presenta resistencia a Cefalaxina, y Staphylococcus saprophyticus aislado
antes de la aplicacion del protocolo de vacas en seco que presenta resistencia a Cloxacilina 'y
Ceftiofur.

La aplicacidn del protocolo (antibiético) se debe enfocar en vacas que han tenido de 4 a 6 partos
y especialmente cuando entran al seco, ya que, se tiene una disminucidn considerable de
Estafilococos Gram positivos y una eliminacion casi total de Staphyloccocus aureus en las
muestras positivas a mastitis. En vacas que han tenido de 1 a 3 partos en produccidn, no
muestran mayor carga bacteriana ni tampoco una mejora con la aplicacién del protocolo, esto

podria deberse a que la cantidad de antibidtico aplicado no es el dptimo.
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e la baja resistencia a antibiéticos puede deberse a las buenas practicas de ordefio y al uso

adecuado de antibidticos en La Hacienda El Prado — IASA I.

Recomendaciones

e Serecomienda realizar la aplicacion de diferentes antibidticos en vacas con numeros de partos
diferentes o con un intervalo de 1 parto (1 parto — 2 partos — 3 partos - 4 partos — 5 partos—6
partos) y evaluar si los agentes causales de mastitis difieren entre nimero de partos.

e Se recomienda realizar la tipificacién molecular de agentes causales de mastitis para asi obtener
una base de datos precisa y confiable.

e Serecomienda prospectar genes de antibioresistencia a Cefalaxina, Cloxacilina y Ceftiofur en
Staphylococcus saprophyticus y Staphylococcus epidermidis y asi corroborar la

antibioresistencia.
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