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RESUMEN

Dentro de las principales enfermedades que afectan al ganado lechero se encuentra la mastitis,
causada por multiples factores como: manejo, nutricion, ambiente y patogenos. El objetivo del
estudio fue valorar el estado clinico, microbioldgico y estimacion de pérdidas econdmicas de
mastitis en cuatro fincas de la Cooperativa de Produccion Agropecuaria “El Salinerito”. El
estudio se realizo en un total de 58 vacas en produccion, evaluando todos los cuartos de cada
animal (n=232) mediante pardmetros clinicos, fondo obscuro y la prueba de California para
mastitis (CMT). La prevalencia de mastitis por animal fue de 84,5%, (49/59), por cuarto fue
47, 8%(111/232). Se aislaron 68 patogenos en cinco diferentes medios de cultivo, de las cuales
se distinguen: Staphylococcus aureus, Bacillus sp., Staphylococcus sp., Streptococcus sp.,
Escherichia coli, Shigella sp., Klebsiella sp., Enterobacter sp., y levaduras. Staphylococcus
aureus, Sthaphylococcus sp., E. coli, Shigella y Bacillus sp son resistentes a penicilina y
ampicilina. Todos los microorganismos presentan susceptibilidad a cefotaxima; Staphylococcus
aureus, Sthaphylococcus sp, Enterobacter sp., Streptococcus sp. son sensibles a bacitracina,
oxitetraciclina y neomicina. Bacillus sp. es susceptible a varios antibioticos. La pérdida de leche
por vaca promedio de las cuatro fincas del estudio fue 6,5 litros, la finca el Rosal fue la que mas
produccién perdia y la finca Producoorp la que mas pérdidas econdémicas presento.
Palabras clave:

e MASTITIS

e CMT

e PATOGENOS

e PERDIDAS ECONOMICAS
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ABSTRACT

Within the principal disease that affects dairy cattle it’s found mastitis, caused by multiple factors
such as: management, nutrition, environment and pathogens.
The objective of the study was to assess the clinical, microbiological status and economic loss
estimates of mastitis in four farms of the Cooperativa de Produccion Agropecuaria "El
Salinerito”. The study was conducted in a total of 58 cows in production, evaluating the quarters
of each animal by clinical parameters, dark background and California test for mastitis (CMT).
The prevalence of mastitis per animal was 84.5% (49/58), per quarter was 47, 8% (111/232) in
the four farms of the study. Sixty-eight pathogens were isolated in five different culture media, of
which: Staphylococcus aureus, Bacillus sp., Staphylococcus sp., Streptococcus sp., Escherichia
coli, Shigella sp., Klebsiella sp., Enterobacter sp., and yeasts are distinguished. Staphylococcus
aureus, Sthaphylococcus sp., E. coli, Shigella sp. and Bacillus sp are resistant to penicillin and
ampicillin.  All microorganisms have susceptibility to cefotaxime; Staphylococcus aureus,
Sthaphylococcus sp, Enterobacter sp., Streptococcus sp. presented sensitivity to bacitracin,
oxytetracycline and neomycin. Bacillus sp. presented resistance to various antibiotics.
Milk loss per average cow of the four farms of the study was 6.5 liters, El Rosal farm was the one
that had most lost production and Producoorp had the most economic losses.
Keywords:

e MASTITIS

e CMT

e PATHOGENS

e ECONOMIC LOSSES



CAPITULO I
INTRODUCCION

La leche de origen vacuno es un producto cosmopolita de gran valor nutricional y
comercial por su importancia como fuente de proteinas, y energia (Agudelo & Bedoya, 2005), es
considerado un alimento esencial en la dieta de las personas.

De ésta se obtienen subproductos lacteos de alto costo y demanda poblacional; su industria
se encuentra distribuida a nivel global, se enfrenta a un gran nimero de parasitos y enfermedades
debido a diversos factores que constituyen el manejo, sanidad, nutricién y ambiente en el que se
encuentra el ganado, generando un impacto econdmico negativo en la industria lactea y sus
derivados (OMS; FAO, 2011).

La enfermedad mas comdn, importante y costosa del ganado lechero es la mastitis (Wolter,
y otros, 2015), que se define como la inflamacion de la glandula mamaria debido a una infeccion
provocada por bacterias Gram positivas 0 Gram negativas, hongos, algas y levaduras, 0 a su vez
por traumas fisicos, térmicos o quimicos que predispone a la glandula a una infeccion
intramamaria (IMI) (Harmon, 1994) (Zhao & Lacasse, 2014).

Como respuesta a la enfermedad, la composicion de la leche se ve alterada debido la
sintesis de caseina y lactosa decrece (Borato, y otros, 2014), la calidad de la leche disminuye
repercutiendo de manera directa en la elaboracion de subproductos lacteos (Tardy & Bouveron,
2002).

La consecuencia negativa mas importante de la mastitis es la disminucion del volumen de
leche producido (Garbulio, y otros, 2010), estas principales alteraciones (composicién, calidad y
cantidad) en la leche son las responsables de las pérdidas econdmicas debido a la mastitis

(Olivares, y otros, 2015).
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Un correcto diagnostico mediante el establecimiento de los factores de riesgo y agentes

causales de la enfermedad, permite la elaboracion de planes de control dentro del ganado lechero
mejorando la capacidad de produccion y el ingreso econdémico a través de protocolos de
seguimiento de la enfermedad (NMC, 2007).

Existen métodos curativos y preventivos para el control de mastitis, dentro de los primeros
se utilizan varios antibidticos intramamarios de origen sintético que tienen residualidad en la
leche, afectando al consumidor. Para la prevencién de la enfermedad existen procesos especificos
dentro del ordefio (manual o mecéanico), manejo, nutricién y seleccion genética que contribuye a
minimizar los factores para el parecimiento o control de la mastitis en hatos lecheros (Wolter, y
otros, 2015).

La Cooperativa de Producciéon Agropecuaria “El Salinerito” tiene como fin la elaboracion
de subproductos lacteos y se centra los de quesos de distintos tipos, por lo cual su materia prima
es la leche ofertada por pequefios, medianos y grandes productores de la zona, sin que exista una
correcta trazabilidad de la materia prima hasta su entrega.

1.1 Justificacién

Para el 2016 el ganado bovino lider6 el sector pecuario del Ecuador, teniendo alrededor
de 4,13 millones de cabezas entre ganado de carne y de leche, de donde aproximadamente
896.170 fueron vacas de ordefio que generd una produccién de 5.319.288 litros (INEC, 2016); lo
que indica que la produccion lactea es un rubro muy importante para la industria lactea.

La mastitis siendo la enfermedad mas comun, costosa e importante a nivel mundial
(Wolter, y otros, 2015) constituye una gran amenaza al sector lechero del pais, por lo tanto el

diagnostico clinico, determinacion de agentes causales y planes de control permitird elevar los
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pardmetros de produccion y calidad de la leche de pequefios medianos y grandes productores,

aportando tecnologias de manejo, control y calidad de la materia prima.

En la Cooperativa Agropecuaria “El Salinerito”, la leche es la materia prima para la
elaboracion de quesos de varios tipos, de gran calidad y sabor; sin embargo ha reducido por los
problemas sanitarios de cada productor de leche, de manera especial la mastitis lo que invita a
realizar un diagndstico de calidad en fincas de alta produccion para obtener un esquema global de
la distribucion de los agentes causales y proyectar un correcto plan de control y manejo (Balarezo
& Poveda, n.d.).

1.2  El problema

Los productores de la Cooperativa de Produccion Agropecuaria “El Salinerito” tienen como
principal actividad econémica la elaboracion de quesos provenientes de la ganaderia bovina de
leche, por lo que es muy importante producir la materia prima en grandes cantidades y con
pardmetros de calidad.

Estudios preliminares (Balarezo & Poveda, n.d.) han determinado que el problema principal
de los pequefios, medianos y grandes productores de la zona es la mastitis debido a diversos
factores como manejo, desconocimiento de las buenas practicas de ordefio y falta de
asesoramiento técnico.

1.2.1 Los Efectos

La produccion de quesos en la Cooperativa de Produccion Agropecuaria “El Salinerito”
enfrenta una reduccion en cantidad y calidad, resultado directo de la mastitis en el ganado
lechero. En la planta de recoleccion de leche no se toman medidas en cuanto al rechazo del
producto por el alto conteo de células somaticas y baja calidad, afectando al rendimiento

econdmico de la empresa y del productor.



1.2.2 Las Causas

El inadecuado manejo técnico de la mastitis, la falta de conocimiento sobre el proceso de
ordefio y el ineficaz seguimiento y control de la enfermedad son las causas que generan el
problema que enfrenta esta empresa.
1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo general

Valorar el estado clinico, microbioldgico y econémico de mastitis bovina en cuatro predios
de la Cooperativa de Produccion Agropecuaria “El Salinerito”, Bolivar — Ecuador.
1.3.2 Obijetivos especificos.

Determinar la prevalencia de mastitis clinica y subclinica, a través de la exploracion de
animales (glandula mamaria) y aplicacion de pruebas diagnosticas (Prueba California de Mastitis
CMT y Fondo obscuro).

Aislar, tipificar y realizar el antibiograma de agentes causales, en vacas con mastitis clinica
y sub-clinica.

Estimar las pérdidas econdmicas por animal y predio, a través de la cuantificacion del
volumen de leche producida, segtin grado de mastitis diagnosticado.

Identificar puntos criticos relacionados a mastitis en cuatro predios de “El Salinerito”, y
elaborar un manual de buenas préacticas de ordefio, como mecanismo de capacitacion a los
productores.

1.4 Hipotesis
Ho: Los agentes causales aislados de vacas con mastitis clinica y subclinica en cuatro fincas de la

Cooperativa de Produccion Agropecuaria “El Salinerito” no presentan resistencia a antibioticos.
grop
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Hi: Los agentes causales aislados de vacas con mastitis clinica y subclinica en cuatro fincas de la

Cooperativa de Produccién Agropecuaria “El Salinerito” si presentan resistencia a antibiéticos.



CAPITULO I
REVISION DE LITERATURA

2.1 Mastitis Bovina
2.1.1 Definicion

La mastitis es la inflacion de la glandula mamaria (Oliveira, Watts, Salmon, & Aarestrup,
2000) y de sus tejidos secretores, que reduce el volumen de leche, alterando su composicion
(incluso sabor) ademéas de elevar su carga bacteriana normal (UACh, 2011). La mastitis es
inducida por diversos factores como medio ambiente, manejo, germen causal, nutricién, ordefio o
dafios fisicos de la glandula; por este motivo se la califica como una enfermedad multifactorial
(Kleinschroth, Rabold, & Deneke, 1991).
2.1.2 Importancia

La leche de origen vacuno es un producto cosmopolita de gran valor nutricional y
comercial por su importancia como fuente de proteinas, minerales y energia (Agudelo & Bedoya,
2005), por lo cual es considerado un alimento esencial en la dieta de las personas; ademas, de ésta
se obtienen subproductos lacteos de alto coste y demanda poblacional (OMS; FAO, 2011)

Al ser la mastitis la enfermedad mas comun y costosa del ganado lechero (Wolter, y otros,
2015) se la considera la mas importante enfermedad que enfrenta la industria por la alteracion
que sufre la leche tanto en produccion como en calidad, generando pérdidas econdémicas
considerables para la industria lactea.

Como respuesta a la enfermedad, la composicion de la leche se ve alterada debido a que la
sintesis de caseina y lactosa decrece (Borato, y otros, 2014), la calidad de la leche disminuye
repercutiendo de manera directa en la elaboracion de subproductos lacteos (Tardy & Bouveron,

2002).
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La consecuencia negativa mas importante es la disminucion del volumen de leche

producido (Garbulio, y otros, 2010), estas principales alteraciones (composicion, calidad y
cantidad) en la leche son las responsables de las pérdidas econdmicas que la industria lactea se
enfrenta debido a la mastitis (Olivares, y otros, 2015).

2.1.3 Factores relacionados a mastitis

2.1.3.1 Factores fisicos

La ubre esta expuesta a alteraciones fisicas debido a que se encuentra en contacto directo
con objetos corto punzantes en campo como alambres de puas, vidrios rotos, y metales y otros
gue causan traumatismos en la ubre como laceraciones leves o graves.

Otro tipo de traumatismos son de origen medio ambiental, lo que se refiere al efecto de la
lluvia, el barro, el fango o pisos sucios.

Estos traumatismos elevan la probabilidad de que los cuartos de la ubre adquieran
mastitis, por el contacto directo de las heridas con el ambiente (Cebrian, Meseguer, Ramos, & &
Ferrer, 2013).

Los bovinos al ser transportados de un lugar a otro, los terneros, el ordefio mecanico o
manual y objetos duros, golpean la ubre causando lesiones fisicas y también producen una
respuesta inflamatoria de la glandula mamaria.

El manejo es una de las principales vias de transmision de microorganismos patdgenos de
mastitis; dentro del ordefio se toma en cuenta la asepsia del lugar, el manejo de heces, asepsia del
trabajador, regulacién de maquinaria en caso de la mecanizacién del proceso (pérdidas de vacio
de la pezonera y/o desinfeccidn), limpieza de utensilios y los que favorecen o evitan la
transmision de microorganismos de vacas con cuartos enfermos a las que tienen sanos sus cuartos

(Wattiaux & Howard, 2013).



2.1.3.2 Factores genéticos

La seleccion genética dentro de un hato bovino es muy importante para el mejoramiento
productivo de los animales, es una herramienta que puede ser utilizada para reducir la incidencia
de mastitis clinica (MC) en la poblacion bovina, la disminucion en el recuento de células
somaticas y a su vez mejorar la produccion lechera.

El resultado del mejoramiento genético en la reduccion de mastitis clinica es el cambio
permanente en la composicion genotipica de vacas lecheras (Shook, 1989).

Existen tres tipos de selecciones para incrementar la resistencia de crias a mastitis clinica,
mediante seleccién directa frente a MC, mediante seleccién indirecta usando rasgos
correlacionados, o la combinacion de los dos anteriores (Bloemhof, De Jong, & De Haas, 2008).

Para la seleccion directa se debe medir la heredabilidad del factor genético en la vaca o
sus parientes; este rasgo estd debajo de los 0.05 estimado con modelos lineales (Heringstad,
Chang, Gionala, & Klemetsdal, 2004).

En la seleccion indirecta se utilizan datos correlacionados con MC, el recuento de células
somaticas es el factor genético mas utilizado (Carlén, Strandberg, & Roth, 2004). La
heredabilidad estimada de este parametro esta alrededor de 0,10 (Carlén, Strandberg, & Roth,
2004), (De Haas, Barkema, & Veerkamp, 2002).

La correlacion entre el conteo de células somaticas y MC va de moderado a alto variando
entre 0.2 a 0.7 (Carlén, Strandberg, & Roth, 2004).
2.2 Etiologia

La mastitis es causada por microorganismos infecciosos de diferentes especies como bacterias

Gram positivas (Estafilococos, Estreptococos) y bacterias Gram negativas (Bedolla & Ponde de
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Ledn, Revista Veterinaria, 2008); algas, hongos y levaduras también causan mastitis pero son

menos frecuentes (Kleinschroth, Rabold, & Deneke, 1991).

Los gérmenes patdgenos especificos son la causa inmediata de la infeccion de la glandula
mamaria, para que se desarrolle la infeccion dependen de la proliferacion del microorganismo y
de su capacidad de contagio (Bedolla & Castafieda, Revista Veterinaria, 2007).

Los agentes etiologicos mas importantes de la mastitis son los Staphylococcus sp.,

Streptococcus sp., coliformes, Pseudomonas sp. y levaduras (Tabla 1).

Tabla 1

Agentes patdgenos etioldgicos mas importantes relacionados a mastitis

Patdgeno Tipo de microorganismo Tipo de transmision
Staphylococcus aureus Bacteria Gram positiva Infeccioso/Ambiental
Streptococcus agalactiae Bacteria Gram positiva Infeccioso
Streptococcus disgalactiae Bacteria Gram positiva Infeccioso
Streptococcus uberis Bacteria Gram positiva Infeccioso
Eschericha coli Enterobateria Gram negativa Ambiental
Coliformes Bacilos Gram negativos Ambiental
Pseudomonas sp. Bacilos Gram negativos Ambiental
Corynebacterium pyogenes Bacteria Gram positiva Ambiental

Bacillus cereus Bacilo Gram positivo Ambiental

Fuente: Adaptado de (Kleinschroth, Rabold, & Deneke, 1991)

2.3 Patogenia

La infeccion de la glandula mamaria siempre ocurre a traves del conducto glandular a partir
de dos fuentes principales de contaminacion: la ubre infectada y el medio (Bedolla & Ponde de
Ledn, Revista Veterinaria, 2008).

Los microorganismos al penetrar el canal del pezén se multiplican en la glandula mamaria

(Wattiaux & Howard, 2013), la patogenia tiene cuatro etapas distintas (Tabla 2).
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Tabla 2

Descripcion de las etapas infecciosas en mastitis

Etapa Descripcion

Invasion Los microorganismos pasan del exterior de la ubre hacia el conducto glandular
ya sean infecciosos o ambientales.

Infeccién Los gérmenes proliferan e invaden el tejido mamario causando dafio al epitelio.

Inflamacion La infeccion produce la inflamacion del tejido y mastitis subclinica o clinica
dependiendo de la severidad de la infeccion

Terminal Atrofia la glandula mamaria generando signos cronicos.

Fuente: Adaptado de (Wolter, y otros, 2015)

2.4 Cuadros clinicos, tipos y signos
Los signos que presenta la enfermedad son las manifestaciones de la inflamacion, estos
signos tienen diversa naturaleza y van desde: mayor conteo de células sométicas (SCC) de la
leche a signos graves como fibrosis mamaria, hinchazon, dolor de ubre, fiebre, falta de apetito.
De acuerdo a la sintomatologia pueden diferenciarse dos formas de mastitis: las mastitis
subclinica y clinica (Bedolla & Ponde de Ledn, Revista Veterinaria, 2008) (Dos Santos, Netto
dos Santos, Gentilini, Sordelli, & de Freire Bastos, 2002) (Kleinschroth, Rabold, & Deneke,
1991).
2.4.1 Mastitis subclinica
La mastitis subclinica es un tipo de inflamacidn sin signos inflamatorios externos y la mas
dificil de corregir, la vaca parece saludable, la ubre no muestra ningun signo de inflamacién y la
leche parece normal. Para la identificacion de este cuadro clinico existen signos como el aumento
en el conteo de células somaéticas de la leche y la presencia de los patdgenos causales en la ubre
(Estafilococos y estreptococos de manera habitual).
La enfermedad se comprueba con un examen de conteo celular y un estudio
microbiologico del caso (Kleinschroth, Rabold, & Deneke, 1991) (Mekonnen, y otros, 2017)

(Wolter, y otros, 2015).
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Las inflamaciones no visibles de la ubre (subclinicas) son mas frecuentes y son las que

mayor pérdidas econdmicas generan por la reduccion en la produccion de leche (Bedolla &
Ponde de Leon, Revista Veterinaria, 2008), una forma especial de la mastitis subclinica es la
alteracion de la secrecidn (mastitis aséptica) que no es causada por microorganismos sino por la
influencia de factores ambientales (golpes, presiones, manejo) (Kleinschroth, Rabold, & Deneke,
1991).
2.4.2 Mastitis clinica

En la mastitis clinica, los signos visibles son caracteristicos y sus sintomas van desde
disminucion de la cantidad y alteracion de la leche, pérdida de un cuarto, atrofia de la glandula
mamaria y trastornos histologicos graves del bovino (Cicconi, Gamroth, Schukken, & Stiglbauer,
2013) (Heringstad, Klemetsdal, & Ruane, 2000) (Kleinschroth, Rabold, & Deneke, 1991).

El grado de sintomatologia junto con el curso evolutivo de la enfermedad puede
diferenciarse en tres tipos (Tabla 3).

Tabla 3
Tipos de mastitis clinica, descripcidn y signos visibles

Tipo mastitis Signos visibles

clinica Descripcion Vaca Ubre Leche
Subaguda Etapa inicial del No hay cambios El cuarto No se ven
cuadro clinico, sin  observables. afectado puede cambios pero se
alteraciones estar inflamado. reduce la
visibles. produccion.
Aguda Aparicion subita, No hay cambios Cuarto afectado Purulenta, como
leche de apariencia observables. se muestra duro,  suero y acuosa.
anormal, rojo e inflamado.
enrojecimiento,
tumefaccion.
Cronica Infeccién de la Muy enferma, Fibrosis Aguada y con
ubre de larga puede morir, no  mamaria, puede  manchas de
duracion y leche tiene perder el cuarto.  sangre.

anormal.

coordinacion
muscular.

Fuente: Adaptado de (Bedolla & Ponde de Le6n, Revista Veterinaria, 2008)
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2.5 Métodos de diagndstico

El diagnostico es el resultado de la interpretacion de sintomas, signos y exploraciones
evaluadas por un especialista, ayudado de diferentes métodos y técnicas de diagnostico en
campo y/o laboratorio con el fin de establecer un plan de accién adecuado en contra de la
enfermedad. La lucha contra la mastitis es un esfuerzo a largo plazo (Sanchez, 2003).

Los métodos diagnosticos més utilizados a nivel de campo sirven para detectar mastitis
subclinica (California Mastitis Test - CMT), y mastitis clinica (palpacion de ubre, valoracion de
pezones, prueba de fondo negro). A nivel de laboratorio las pruebas que se realizan son el
recuento de células somaticas a nivel de tanque, aislamiento, identificacion y antibiograma de
patdgenos mediante cultivos microbioldgicos; este Gltimo constituye el principio del plan de
prevencion y control de la enfermedad (Borato, y otros, 2014) (Kleinschroth, Rabold, & Deneke,

1991) (Wolter, y otros, 2015).

2.5.1 Prueba California de Mastitis (CMT)

El CMT es una prueba de campo, rapida, facil y econdmica para la deteccion de
infecciones subclinicas de cada cuarto de la ubre. Proporciona un indicador del nimero de células
somaticas que se encuentran en la leche y s6lo desencadenard una reaccién visible con una
concentracion de 400.000 células/ml o més. El reactivo esta compuesto de un detergente (lauril
sulfato de sodio) y un indicador de pH; cuando este se mezcla con la cantidad adecuada de leche,
produce una reaccion y forma un gel viscoso dependiendo del nimero de células somaticas que

se encuentren en la leche (Tabla 4) (CBMR, 2008).
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Tabla 4
Grado de CMT para interpretacion de resultados

Grado de CMT Rango de células

e Interpretacion Grafica
somaticas

N (negativo) 0 - 200.000 No hay precipitado, por
lo tanto no hay

infeccion. - ;
.
A Y

T (Trazas) 200.000 - 500.000  Ligera precipitacion, que
desaparece al agitar.

1 400.000- 1.500.000 Existe una ligera
precipitacién con
algunos filamentos

grumosos.
2 800.000 — Formacion de gel
5.000.000 perecida a una clara de
huevo
3 Més de 5.000.000 Formacion de gel de una

manera rapida, no pierde
la forma a pesar de la
agitacion.

Fuente: Adaptado de (CBMR, 2008)

2.5.2 Fondo obscuro

Es una prueba rapida y econémica ya que solo necesita de una copa con fondo oscuro para
su realizacion, esta practica se la hace antes del ordefio extrayendo los tres primeros chorros de
leche del pezén limpio en la copa. La evaluacion de la leche permite diagnosticar el desarrollo de
una mastitis clinica, la leche presenta decoloracion, descamaciones, coagulos y pus. La leche del
pre ordefio se la debe eliminar con cuidado y evitar salpicar a las patas, cola o ubre del animal,

ademas esta préactica evita el contagio de patdgenos de vaca a vaca (Wattiaux & Howard, 2013).
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2.5.3 Palpacion

Esta préctica solo tiene un resultado positivo cuando uno o varios cuartos de la glandula
mamaria presentan o ha presentado algun tipo de mastitis clinica (Wattiaux & Howard, 2013).
Los signos que se espera encontrar al momento de palpar la ubre son los siguientes: cuartos
inflamados, temperatura elevada, dolor al tacto, presencia de engrosamientos o estrechamientos
de algunos cuartos y pezones, alteraciones de la piel, lesiones traumaéticas y tejido cicatrizal
(Kleinschroth, Rabold, & Deneke, 1991).

2.5.4 Valoracion de la piel del pezén

Los pezones del ganado lechero son afectados por el proceso de ordefio, factores fisicos,
ambientales y agentes etiolégicos que producen signos visibles indicadores de la enfermedad. Los
signos que se espera encontrar al momento de observar la condicién del pezon son los siguientes:
color del pezon, resequedad de la piel del pezén, rajaduras a nivel horizontal del pezén, y
callosidades (Kleinschroth, Rabold, & Deneke, 1991) (NMC, 2007).

Los signos que se valoran para el diagndstico de la enfermedad presentan varias condiciones

visuales con puntuaciones especificas (Tabla 5).

Tabla 5
Condicion y calificacion de la condicion de la piel del pezén
Pardmetro Condicién Calificacion/Simbologia
Color de pezon Normal rosado N
Morado A
Rojo Irritado R
Hidratacion de la piel del  Normal N
pezén Ligeramente aspero LA
Muy aspero MA
Rajaduras longitudinales. Ninguna N
Menor M
Extensa E
Callosidades Ninguna N
Anillo A
Moderada M
Extrema E

Fuente: Adaptado de (NMC, 2007)
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2.5.5 Recuento de células somaticas

Esta préactica por lo general se la realiza en el tanque de leche que genera un indicador de mastitis
a nivel de todo el hato, en la actualidad las empresas de lacteos que compran la materia prima
realizan esta prueba todos los dias a todos los productores; estos valores son referenciales para
definir el valor de la leche (Calvinho, 2004). EI nimero de células sométicas deben ser menores a
200.000 por ml, para que en la leche pueda aprobar la prueba de mastitis cero, un alto conteo de
células somaticas se asocia con la pérdida de la produccion de leche y cuartos infectados (Tabla
6) (Wattiaux & Howard, 2013).

Tabla 6

Cuartos infectados, pérdidas de produccién en porcentaje
segun el conteo de células somaticas

CCS/ml Cuartos infectados (%) Perdidas de produccién (%)
<200.000 6 0-5

200.000-500.000 16 6-9

500.000-1.000.000 32 10-18

>1.000.000 48 19-29

CCS/ml= Conteo de células somaticas por mililitros, %=porcentaje
Fuente: Adaptado de (Wattiaux & Howard, 2013)

2.5.6 Cultivos microbianos

Los cultivos microbianos constituyen un método de aislamiento y multiplicacion de
patdgenos en condiciones controladas de laboratorio, permitiendo la conduccion de
investigaciones taxondémicas, medio ambientales, agricolas, biomédicas e industriales (Arencibia,
Rosario, & Gamez, 2008); aportando al crecimiento cientifico a nivel mundial.

Este tipo de cultivos en leche permiten el aislamiento, identificacion y posterior
evaluacion de resistencia de microorganismos (antibiogramas) siendo una herramienta de suma
utilidad e importancia para un correcto diagnostico y futuro programa de control de mastitis
(Sanchez, 2003), permitiendo elevar el rendimiento del hato lechero tanto en produccién como en

calidad de la materia prima.



2.5.7 Antibiograma

Los antibiogramas son métodos in vitro que permiten determinar la susceptibilidad
de los microorganismos a una variedad de antibidticos y la evolucién de las resistencias
bacterianas, bajo condiciones de laboratorio especificas y estandarizadas (Paredes &
Roca, 2004).

En la elaboracién de un correcto plan de control de mastitis con el uso de
antibioticos, los antibiogramas representan una herramienta muy Util, porque proveen de
la informacion necesaria para tratar a los agentes patdgenos de manera adecuada y
disminuyen el riesgo de que se genere resistencia a los antimicrobianos, reduciendo los
costos del tratamiento y elevando la eficacia del programa de control (Paterna, y otros,
2014).

2.6 Prevencion y control

La mastitis ambiental y contagiosa puede reducir su prevalencia en un 50%, si se
siguen protocolos de prevencion especificos muy singulares y faciles para el ganadero,
como lo son las buenas practicas de ordefio (manuales y/o mecanicos). Reduciendo la
exposicion de vacas infectadas se puede controlar de manera adecuada la enfermedad
dentro del hato (Merck, 2000).

Dentro de las buenas practicas de ordefio para la prevencion y control de la

enfermedad se encuentran las siguientes:

16

Higiene: el personal de ordefio manual o mecanico deben lavar y desinfectar sus manos,
equipos y utensilios antes de manipular la ubre de la vaca. Es recomendable usar guantes
de latex durante el proceso. Para comenzar el proceso de ordefio se debe lavar de manera

correcta la ubre y los pezones, se recomienda usar una solucion desinfectante de pre-
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inmersion especifica antes de la extraccion de la leche, a continuacion se secan los

pezones con papel o toallas limpias y se procede al ordefio como tal. Al terminar con una
vaca se debe nuevamente lavar el equipo de ordefio y/o las manos del manipulador de la
ubre (CBMR, 2003).

Forma de ordefio: en el ordefio mecéanico las pezoneras deben estar unidas a la ubre
durante 60 y mé&ximo 120 segundos después de la primera estimulacion; este tiempo
permite que se produzca el reflejo del letargo y maximice el rendimiento del ordefio
(CBMR, 2003). Los niveles de vacio de la unidad de ordefio debe estar entre 275 y 300
mm de mercurio y debe variar lo menos posible; un manejo adecuado de la unidad,
maximiza el tiempo de ordefio y evita alguna alteracién en la ubre.

Dentro del ordefio manual la forma adecuada de hacerlo es: la mano toma todo el largo
del pezon, el pulgar y el indice comprimen la parte superior del pezén y al mismo tiempo
los demés dedos aprietan hacia adentro y hacia abajo. La mayor presién dentro de la ubre
hace que la leche pase por el esfinter (Wattiaux & Howard, 2013).

Sellado de pezones luego del ordefio: una vez finalizado el ordefio, hay que sumergir los
pezones en una solucidn desinfectante adecuada; las copas de inmersion deben estar
limpias. Luego de cada ordefio hay que eliminar cualquier solucién usada, limpiar bien el
recipiente y prepare una solucion fresca (CBMR, 2003).

El sellado de pezones post ordefio controla de forma efectiva a las bacterias mas
contagiosas productoras de mastitis, que son Staphyloccous aereus y Streptoccocus
agalactiae (Wattiaux & Howard, 2013).

Control de vacas que entran en el periodo seco: para reducir la incidencia de nuevas

infecciones intramamarias durante el periodo seco de las vacas, se debe aplicar un
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antibidtico en cada cuarto antes de secar al vacuno, este proceso sirve de igual manera

para el control de la enfermedad; esta practica reduce y controla la incidencia d
infecciones (Wattiaux & Howard, 2013). Esta préctica se la realiza luego del ordefio, se
desinfecta cada pezon con un hisopo con alcohol y se procede a colocar el antibidtico en
el canal del pezon. Todo este procedimiento tiene un orden especifico para evitar la
contaminacion entre cuartos (Figura 1 (CBMR, 2004)).

Orden de limpieza de pezones ~ Orden de colocacion de antibiotico

2

Figura 1 Procedimiento para colocacion de antibidticos.
Fuente: (CBMR, 2003)

Al finalizar la operacion se identifica la vaca y se sellan los pezones.

Tratamiento adecuado y a tiempo en todos los casos clinicos: un programa de manejo
adecuado de la mastitis evitara la proliferacion de la enfermedad en el hato, este programa
sera direccionado por un técnico capacitado o por un veterinario (Wattiaux & Howard,
2013).

Descarte de vacas infectadas de forma crdnicas: este método es efectivo debido que en
la mayoria de los hatos, solamente el 6 a 8 % de todas las vacas son responsables del 40 a
50% de todos los casos de mastitis, las vacas que se descartan tendran un diagndéstico de

mastitis clinica con pérdida de uno o varios cuartos (Wattiaux & Howard, 2013).
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e Buena nutricibn mantiene la capacidad de la vaca para defenderse de las

infecciones: una dieta deficiente de selenio y vitamina E son asociadas a un incremento

del grado de nuevas infecciones (Wattiaux & Howard, 2013).

e Otras practicas Utiles de manejo: hay que mantener un orden adecuado de las vacas que

tengas diferentes condiciones, el orden es el siguiente:

a.

b.

C.

d.

Vacas sanas.
Vacas con estado de salud cuestionable: recién compradas, post tratamiento.
Vacas con mastitis cronica.

Vacas con infecciones causada por patdgenos contagiosos

2.7 Pérdidas econdmicas

La principal pérdida por el efecto de mastitis clinica o subclinica es la reduccion de la

calidad y cantidad de leche que produce el bovino, sin embargo no existe una evidencia uniforme

en cuanto a la forma de estimar la cantidad de leche que se pierde (Seegers, Fourichon, &

Beaudeau, 2003).

Otros factores asociados a las pérdidas econémicas son el costo del plan de control para la

enfermedad, el diagndstico veterinario, reduccion de la vida util de los animales y/o descarte,

ademas del trabajo extra de los operadores (Halasa, 2012). El consumo de materia seca y la

pérdida de peso también estdn asociadas a la enfermedad (Seegers, Fourichon, & Beaudeau,

2003).



Dentro del célculo de pérdidas econémicas se pueden realizar varias correlaciones
entre el estado del animal, tipo de inflamacién, severidad, conteo de células somaticas
(CCS), grado de CMT vy pruebas de laboratorio especificas a nivel de productor, tanque
individual o el tanque de recoleccién. Cada técnica tiene sus procedimientos especificos y
sirven en la estimacion de pérdidas en grandes producciones (Agliero, Raspanti, Odierno,

& Larriestra, 2015).

20
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CAPITULO 11l

MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacidn del lugar de investigacion

3.1.1 Trabajo de campo
El presente estudio se realizé en la provincia de Bolivar, canton Guaranda, parroquia
Salinas, en cuatro fincas ganaderas pertenecientes a la Cooperativa de Produccion Agropecuaria

“El Salinerito”.

3.1.1.1 Ubicacion geografica
Los puntos de referencia de la fase de campo se muestran en la Tabla 7.
Tabla 7

Coordenadas geogréficas donde
se desarroll6 la fase campo

Parametro Parroguia Salinas

Longitud 78°58' 17 W
Latitud 1°34'8” S
Altitud 3550 m.s.n.m

3.1.1.2 Ubicacién geoldgica
Zona de vida: Paramo herbéceo.
Altitud: 3550 m.s.n.m.
Temperatura promedio anual: 13.5 °C
Precipitacion: 845 mm/afio

Humedad relativa: 90 %
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3.1.2 Trabajo de laboratorio

Se desarroll6 en el laboratorio de microbiologia de la Carrera de Ingenieria en Biotecnologia
del Departamento de Ciencias de la Vida y la Agricultura de la Universidad de las Fuerzas
Armadas ESPE, sede Sangolqui.

3.2 Materiales

Los materiales reactivos y equipos seran descritos en la metodologia de cada fase del estudio.
3.3 Metodos

La metodologia para valorar el estado clinico, microbioldgico y econdémico de mastitis
bovina en la Cooperativa de Produccion Agropecuaria “El Salinerito”, Bolivar — Ecuador se
describira a continuacion.

El estudio se lo realizd en cuatro fincas de la Cooperativa de Produccion Agropecuaria “El
Salinerito”, seleccionadas de acuerdo a un estudio previo en el cual se determiné la prevalencia
de mastitis en todas las fincas (n=91) (Balarezo & Poveda, n.d.); a su vez determinaron que los
posibles factores de riesgo son: manejo, razas, tipo de ordefio, alimentacion, ademéas de su
ubicacién, con estos datos se procedié a la seleccion de las granjas mas grandes y que

presentaban mastitis (Tabla 8).

Tabla 8

Predios escogidos para el estudio

Zona Nombre Hacienda EISJVTr?;:*de Tipo de ordefio
Pumin Producoorp 70 Mecénico
Matiavi Los Pinos 80 Mecénico
Garza Pamba Garza Pamba 20 Mecénico
Matiavi EL Rosal 10 Manual

* NUmero de animales total de la finca
Fuente: (Balarezo & Poveda, n.d.)
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3.3.1 Determinacién de mastitis clinica y subclinica

Esta fase del estudio se realizé en el campo, se usé el mismo procedimiento para los cuatro
predios considerados en el estudio, a continuacion se enlistan los materiales y reactivos.

e Materiales y reactivos

e Botas de caucho
e Overol
e Registros de muestreo (Anexo 1y 2)
e Encuestas (Anexo 4)
e Guantes de latex desechables
e Termdmetro marca Fluke de pistola laser
e Californian Mastitis Test marca Tecnilak
e Paletade CMT
e Paleta de fondo oscuro
3.3.1.1 Mastitis clinica
3.3.1.1.1 Prueba de fondo oscuro

Fue la primera actividad que se realiz6 en el ordefio, para evaluar los efectos cronicos de la
mastitis.

Se limpio con agua la ubre y se la seco con papel industrial, luego se procedié a ordefiar de
forma manual cada pezén, descartando el primer chorro. Se tomaron los tres primeros chorros de
leche en la paleta de fondo oscuro, considerando que no exista ningin anormalidad en la leche
como formacion de grumos, coloracién, descamaciones, coagulos y pus (Wattiaux & Howard,

2013).
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3.3.1.1.2 Evaluacion de la ubre

Los signos de mastitis clinica o aguda incluyen cuartos inflamados, con temperatura elevada
y dolor al tacto. Los cambios en el tamafio y la presencia de tejido cicatrizal pueden ser
detectados mas facilmente luego del ordefio, cuando la ubre se encuentra vacia, sin embargo una
evaluacion previa permite conocer el estado pre ordefio del animal (Wattiaux & Howard, 2013).

La valoracion de la ubre se la realiz6 antes del ordefio mediante evaluacion visual y
palpacién de la ubre como se detalla a continuacion:

Visualizacion: por cada pezdn se verificaron cuatro parametros zootécnicos bésicos para la
determinacion de mastitis clinica: color de pezon (Figura 2), hidratacion del pezén (aspereza o
hidratacion) (Figura 3), rajaduras longitudinales (Figura 4), e hiperqueratosis (callosidades a nivel

de canal del pezo6n) (Figura 5).

Figura 2 Valoracion para el color de pezén

De izquierda a derecha: Normal (N), Azul/Rojo (A), Rojo irritado (R)
Fuente: (NMC, 2007)
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Figura 3 Valoracion para la hidratacion del pezon (aspereza)

De izquierda a derecha: Normal (N), Ligeramente aspero (LA), Muy aspero (MA)
Fuente: (NMC, 2007)

Figura 4. Valoracion para rajaduras horizontales en el pezén

De izquierda a derecha: Ninguna (N), Menor (M), Extensa (E)

Fuente: (NMC, 2007)
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Figura 5 Valoracion para callosidades a nivel de pezon

De esquina superior izquierda a esquina inferior derecha: Ninguna (N),
Anillo (A), Moderada (M), Extrema (E).
Fuente: (NMC, 2007)

 Palpacién: con manos limpias se procedié a tocar toda la glandula mamaria en especial los
pezones, con el objetivo de encontrar engrosamientos o inflamaciones que provoguen dolor al
animal.

« Temperatura: Se tomo con un termometro de pistola laser, en el centro de la ubre desde la
parte posterior de la vaca.
3.3.1.2 Mastitis subclinica
3.3.1.2.1 California mastitis test (CMT)

Esta prueba se realiz6 después de la prueba de fondo obscuro, se repitié la limpieza y secado
de los pezones y luego se ordefi6 la leche de cada pezon en la paleta de cuatro compartimentos
para CMT, hasta obtener un volumen entre 3 a 5 mililitros en cada compartimento. A
continuacion se inclind la bandeja en un angulo de 60° para igualar la cantidad de leche (hasta

que se encuentre en la sefial del circulo externo del pocillo) y se coloco una cantidad igual del



27
reactivo (hasta que la mezcla quede entre la linea externa e interna del fondo del compartimento)

y se mezcld suavemente durante 15 o 20 segundos, para finalizar se procedid a interpretar los

resultados (Tabla 9).

Tabla 9

Grado de CMT, rango de celulas somaticas e interpretacion

Grado de CMT Rango de Células Somaticas Interpretacion

N (negativo) 0 —200.000 Cuarto Sano

T (Trazas) 200.000 — 500.000 Minimamente positivo
1 400.000- 1.500.000 Poco positivo

2 800.000 — 5.000.000 Positivo

3 Mas de 5.000.000 Muy positivo

Fuente: (Huijps, Hogeveen, Lam, & Oude Lansink, 2010)

3.3.2 ldentificacion, titilacion y antibiograma de los agentes etioldgicos

Esta fase del estudio se realizd en el laboratorio de Microbiologia que pertenece a la
Carrera de Ingenieria en Biotecnologia de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, a
continuacidn se enlistan los equipos, materiales y reactivos utilizados.

e Materiales

e Frascos estériles para toma de muestra de leche

e Guantes de latex desechables

e Rollo de papel toalla

e Torundas con alcohol

e Termo

e Gel frio

e Cajas Petri de plastico 25 ml de capacidad

e Cajas Petri de vidrio 30 ml de capacidad

e Fundas ziploc

e Placas porta objetos
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Asas de platino

Mechero Bunsen, marca Selecta

Probetas de 250 ml, 500 ml y 1000 ml marca, Boeco

Frascos de vidrio, marca Boeco de 100 ml, 250 ml, 500 ml y 1000 ml

Tubos de vidrio con tapa rosca

Puntas de 1000 pl para micropipeta

Vasos de precipitacion de 100 ml, 250 ml, 600 ml de capacidad marca Pyrex
Gradillas pléasticas.

Parafilm

Petrifilm 3M

Registros de Laboratorio (Anexo 3)

Equipos

Balanza electronica marca Mettler Toledo, modelo PG203-S
Centrifuga marca Triac, modelo 420200

Microscopio marca Olympus Optical, modelo CH20BIMF110
Incubadora marca Shell Lab. VWR, modelo 1545

Plancha de calor con agitacién magnética

Autoclave marca All American modelo 25X

Micropipeta de rango 100 pl a 1000 ul, marca Boeco

Reactivos

Agar nutriente marca Acumedia™

Agar sangre marca Bacto™



Agar MacConkey marca Bacto™

Agar Eosin Methylen Blue marca Bacto™
Agar Streptoccocus marca Bacto™

Agar Staphyloccocus marca Bacto™

Agar Triple Sugar Iron (TSI) marca Bacto™
Agar SIM marca BBL™

Agar Muller Hinton marca Bacto™

Agar Ureasa Himedia™

Agar Methyl Red Vogues Proskauer (MRVP) Bacto™
Agar Citrato de Simmons Bacto™

Alcohol 70%

Cristal violeta marca Merck®

Lugol marca Merck®

Alcohol cetona proporcion 3 a 1 marca Merck®

Reactivo de Kovac para prueba de Indol marca Bio-Kolor

Safranina marca Merck®
Rojo de metilo marca Merck®
Alfa naftol marca Himedia™
Rojo fenol marca Himedia™

Peptona marca Bacto™

29
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3.3.2.1 Metodologia para la toma de muestra de leche

Para realizar una buena toma de muestra se prepard con anterioridad todos los materiales
e instrumentos que van a ser utilizados en el procedimiento descrito por la (CBMR, 2004).

Los resultados de la prueba de CMT permitieron seleccionar la vaca y el cuarto, de
donde se tomo la muestra, el pezén seleccionado debia tener un nivel de CMT de dos o tres como
minimo. La toma de la muestra se realizé de la siguiente manera:

En primer lugar se limpid el pezén con agua y alcohol de él se tomd la muestra
dependiendo el grado de CMT, a continuacion se secé el pezon con papel industrial.

A continuacion, la persona que tomé las muestras, se coloco guantes de latex o nitrilo y
procedio a realizar la desinfeccion localizada.

La desinfeccidn consistié en esparcir sobre la piel del pezon alcohol al 70% utilizando una
torunda humedecida de la solucion, y con otra torunda se desinfect6 el canal del pezon.

Posteriormente para la toma de muestra de leche, se abrié de manera cuidadosa un frasco
estéril y se receptd la leche al menos un volumen aproximado de 5 ml, se repiti6 el proceso para
cada pezon seleccionado para el anélisis en laboratorio.

Se procedi6 a etiquetar cada frasco con el nombre o arete del animal, fecha, predio, y
cuarto del que se tomd la leche. Para asegurar que la muestra no se riegue o contamine, en el
traslado se la colocé en fundas con cierre hermético.

Finalmente las muestras se colocaron en un recipiente de espuma flex con gel frio para
mantener una temperatura aproximada de 4 a 6 °C.

Las muestras fueron transportadas al laboratorio inmediatamente.
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3.3.2.2 Metodologia para aislamiento de patégenos

3.3.2.2.1 Preparacion de medios de cultivo
Los medios de cultivo generales, especificos y pruebas bioquimicas fueron preparados
entre cuatro a seis dias antes de que las muestras sean llevadas al laboratorio.
e Medios de cultivo en caja Petri
Se procedio a medir un litro de agua destilada en una probeta graduada, luego se
peso el medio de cultivo en la balanza de precision de acuerdo a la concentracién indicada

para cada uno (Tabla 10).

Tabla 10

Concentracion en g/L de medios de cultivo en caja Petri
Medio de cultivo g/ L

Agar sangre base 40

Agar MacConkey 50

Agar Eosyn Methyl Blue (EMB) 36

Agar Staphylococcs 149

Agar Streptococcus 79,4

gr/L: gramos por litro

El agua y el medio de cultivo se vertieron en un frasco de vidrio de tapa rosca
BOECO, donde con un agitador magnético dentro del frasco se coloco en la plancha de
calentamiento magnética con la tapa semi abierta y se procedié a hervir mezclando el
agar.

Cuando el medio estaba listo (hervido durante 1 min) se lo esterilizarlo en
autoclave a 121 °C y 15 psi durante 15 minutos junto a las cajas Petri, después se
dispensaron los medios en presencia del mechero. Se dosifico aproximadamente 20 ml en
cada caja Petri.

En la preparacién de agar sangre se colocé un adicional de 80 ml de sangre
humana por litro de medio de cultivo autoclavado, y en el agar Staphyloccocus se colocd

rojo de fenol a 0,025 gr en un litro de medio de cultivo antes de autoclavarlo.
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e Medios de cultivo en tubos con tapa rosca.

Se procedié a medir un litro de agua destilada en una probeta graduada, luego se peso el
medio de cultivo en la balanza de precision de acuerdo la concentracion indicada para cada
uno (Tabla 11).

Tabla 11

Concentracion en gramos/litro de medios de
cultivo en tubos tapa rosca

Medio de cultivo g/ L
Agar nutriente 23
Agar citrato de Simmons 24,2
Agar Triple Sugar Iron 65
Agar SIM 30
Agar Urea 25
Agar MRVP 17

g/L: gramos por litro

El agua y el medio de cultivo se colocaron en un frasco de vidrio de tapa rosca BOECO,
donde con un agitador magnético dentro del frasco se colocd en la plancha de calentamiento
magnética y se procedid a hervir mezclando el agar.

Cuando el medio estaba listo (hervido durante 1 minuto) se procedio a dispensar en tubos
con tapa rosca un aproximado de 2 ml en cada tubo, ya dispensados se los autoclavé durante 15
minutos a 121 °C de temperatura y 15 psi de presion.

Al salir del proceso, se cerrd cada tubo para que los medios no se contaminen, se los
enfrié de forma vertical (SIM y MRVP) y reposo a temperatura ambiente inclinados con un
angulo aproximado de 15 °C (Agar Nutriente, TSI, Urea, Citrato de Simmons).

Para finalizar se los guardé en una refrigeradora a 4°C.
3.3.2.2.2 Siembra en caja Petri

El proceso para el sembrado de las muestras en caja Petri, frente del mechero fue el

siguiente:
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e Se diluy6 cada muestra de leche en 99 ml de agua peptonada obteniendo una disolucion

1:100, se agit6 25 veces para distribuir toda la muestra en el medio.
e Se tomo 0.1 ml de dilucién con la micropipeta, y se lo colocé en el centro de cada medio
de cultivo (Agar MacConkey, agar sangre, agar Sthaphyloccocus, agar Streptoccocus con
rojo de fenol, agar EMB).
e Colocado el volumen de dilucién en el medio de cultivo, se esparcioé con un asa de vidrio
(esterilizada con alcohol al 70% Yy exposicion breve al fuego), dentro de la caja Petri para
la correcta homogenizacion de la dilucion por todo el medio en forma circular por 20
Veces.
e Se tapo la caja Petri, sell6 con parafilm y etiquetd.
e Se incubaron los medios a 38°C, y se observé si existio crecimiento microbiano a las 18,
24, 42 y 48 horas de incubacion.
3.3.2.2.3 Siembra en Petrifilm

Para el complemento del andlisis microbioldgico en el laboratorio y como pruebas
confirmatorias, se sembrd cada muestra en medios de cultivo express y especificos llamados
Petrifilms. Para el estudio se utiliz6 medios para Sthaphyloccocus y entero bacterias, y se realizé
el siguiente proceso en presencia del mechero:

e De ladilucion preparada se tom6 con micro pipeta 1 ml de muestra.

e Se abrio6 el Petrifilm con cuidado y se coloco el volumen en el centro del medio para
distribuirlo de manera uniforme.

e De manera cuidadosa se cubrio el medio con la cinta (film) que incluye el medio
especifico.

e Con el esparcidor se distribuy6 la muestra en todo el medio.
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e Seincubo a 38°C durante 24 horas y observo.

3.3.2.2.4 Aislamiento de microorganismos
En presencia del mechero, una vez desinfectado el lugar de trabajo y seleccionados los
medios de cultivo que presentaron crecimiento microbiano se aislaron los microorganismos. Se
realizd el siguiente proceso en frente del mechero:
e Se obtuvo la muestra de la colonia que crecio en el medio de cultivo con el asa de platino
(esterilizada en el mechero y enfriada).
e En el tubo de tapa rosca con medio agar nutriente se sembrd en zigzag de manera
homogénea por todo el medio la muestra de la colonia, se cerro, flamed y etiqueto el tubo.
e Al tubo se lo colocé a incubacion durante 24 horas a 38° C.
3.3.2.2.5 Tincion Gram
La primera prueba de identificacion fue la tincion Gram, que permite diferenciar bacterias
Gram positivas (azul o violetas) de Gram negativas (rosas o rojas), asi como forma y agrupacion.
Se realizo primero el frotis del cultivo aislado de la siguiente manera:

e Se lavo un portaobjetos con agua, jabon y etanol al 70%, y se lo seco con papel.

Se etiqueto el porta objetos de acuerdo al cultivo aislado.

Se coloco una gota de agua.

Se obtuvo poca muestra del cultivo sélido.

Se mezcld y se esparcio.

Se seco y se fijo al calor del mechero.
Con el frotis realizado se procedio a realizar la tincion Gram de la siguiente manera:
e Mediante inundacidn se colocé violeta de genciana durante un minuto.

e Se desecho el colorante y se inundo con lugol o yodo Gram la placa.



35
e Se desechd el lugol y se decolord con alcohol cetona la muestra mediante goteo de 5 a 10

gotas por placa sobre todo el frotis.

e Por ultimo se coloco el colorante de contraste llamado safranina durante un minuto, se
desecho, enjaguo la placa y se la secé sin quitar el frotis de la placa.

Las placas secas fueron llevadas al microscopio donde se observaron con el lente 100X y
aceite de inmersion, para diferenciar bacterias Gran positivas de Gram negativas.

La forma y la agrupacion de los microorganismos permitio diferenciarlas entre bacilos
(forma alargada y cilindrica), coco bacilos (forma rectangular con filos bordeados), cocos (forma
circular), estreptococos (cocos agrupados en cadenas de al menos 7 unidades) y estafilococos
(cocos agrupados en forma de racimos).

Este procedimiento se repiti6 para todas las cepas aisladas en tubos con agar nutriente.
3.3.2.3 Pruebas para la identificacién de patégenos

Para la identificacién de los aislados obtenidos se realizaron pruebas bioquimicas de los
patdgenos de los tubos con agar nutriente purificados e identificados segun la tincion Gram. Las
claves sugeridas para la identificacion de los microorganismos se detallan en los Anexos 11, 12,

13y 14.

3.3.2.3.1 Pruebas bioquimicas para bacterias Gram positivas
e Catalasa: es una prueba que detecta la produccion de la enzima catalasa y permite
diferenciar Staphylococcus (reaccion positiva con burbujeo) de Streptococcus (reaccion
negativa) (Figura 6) (Brown A. , 2007).
La prueba se la realizé de la siguiente manera:

e Enuna placa porta objetos se coloco una gota de peroxido de hidrégeno al 3%.
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e A continuacion, en presencia del mechero se extrajo una muestra de un cultivo

aislado con un asa de platino esterilizada, el asa con el cultivo bacteriano se

mezclé con la gota de peroxido de hidrégeno y se observo.

Figura 6 Prueba de catalasa. (a) reaccion negativa (b) reaccion positiva
Coagulasa: es una prueba para detectar la presencia de la proteina llamada coagulasa que
al reaccionar con la protrombina de la sangre forma un complejo Ilamado estafilotrombina
(reaccion positiva) (Figura 7), permite diferenciar entre diferentes tipos de
Staphyloccocus, la reaccidn positiva indica la presencia de S. aureus. Se realizé la prueba
de la siguiente manera:

e Se tomo varios ml de sangre humana en tubos con anticoagulante EDTA, se
extrajo el plasma de la muestra de sangre en centrifuga a 3000 rpm durante cinco
minutos.

e A continuacion en presencia del mechero se tom6 0.5 ml de plasma para colocarlo
en un tubo estéril de vidrio.

e En el tubo estéril con 0.5 ml de plasma se colocd una muestra considerable de

cultivo bacteriano, se mezcld y sell6.
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e Los tubos mezclados con el cultivo bacteriano y el plasma se los coloco en la

incubadora a 38 °C y se observo en un periodo de cuatro horas.
Estas dos pruebas bioquimicas se repitieron para cada cepa de Staphylococcus Gram

positivo.

Figura 7 Prueba de coagulasa

(a) resultado positivo (b) resultado negativo

3.3.2.3.2 Pruebas bioquimicas para bacterias Gram negativas

e Citrato de Simmons: El medio de cultivo es diferencial en base a que los
microorganismos capaces de utilizar citrato como Unica fuente de carbono, usan sales de
amonio como unica fuente de nitrégeno, con la consiguiente produccion de alcalinidad.
El metabolismo del citrato se realiza, en aquellas bacterias poseedoras de citrato
permeasa, a través del ciclo del acido tricarboxilico. El desdoblamiento del citrato da
progresivamente, oxalacetato y piruvato. Este ultimo, en presencia de un medio alcalino,
da origen a acidos organicos que, al ser utilizados como fuente de carbono, producen
carbonatos y bicarbonatos alcalinos. EI medio entonces cambia al azul (Figura 8) y esto es

indicativo de la produccion de citrato permeasa (Brown A. , 2007).
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La prueba se realizé de la siguiente manera:

e En un tubo con agar citrato de Simmons, solidificado en posicion inclinada, se
sembro una muestra del cultivo bacteriano.

e La siembra consistié en tomar una muestra del cultivo puro y esparcirlo en el
medio Citrato de Simmons (similar al proceso de siembra de cultivo puro),
realizando una puncién al fondo del agar. Todo en presencia del mechero.

e Para finalizar se incub6 a 38 °C durante 24 horas, y se observaran los resultados.

Figura 8 Prueba Citrato de Simmons

(a) resultado positivo, (b) resultado negativo

SIM: Medio de cultivo en el cual la tripteina y la peptona aportan nutrientes para el
desarrollo microbiano. El triptéfano es un aminoacido constituyente de muchas peptonas
y particularmente de la tripteina y puede ser metabolizado por algunas bacterias para

formar indol.
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En el proceso interviene un conjunto de enzimas llamadas triptofanasa. El indol

producido se combina con el aldehido del reactivo de Ehrlich o de Kovac's, para originar
un compuesto de color rojo (Figura 99
A partir del tiosulfato de sodio los microorganismos pueden generar acido sulfhidrico que
reacciona con el hierro presente formandose un compuesto de color negro (Figura 9°)
El agar es el agente solidificante y a esta concentracion le otorga al medio la propiedad de
ser semisolido, condicidén necesaria para detectar movilidad, que se evidencia por el
enturbiamiento del medio (Figura 9) o por crecimiento que difunde mas alla de la linea
de siembra del microorganismo y cuando el medio no es turbio y no se difunde mas alla
de la linea de siembra (Figura 9°).
e Enel medio SIM preparado de manera previa se sembro por estocada una muestra
de cultivo bacteriano de interés.
e La siembra por estocada consistio en tomar una muestra de cultivo bacteriano con
un asa de platino con la punta en forma de aguja y estocar en medio del agar SIM

sin tocar el fondo del tubo.
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e Seincubo a 38 °C durante 24 horas y se observo los resultados.

Figura 9 Prueba SIM

(a) motilidad positiva, indol positivo
(b) motilidad negativa, indol negativo
(c) produccion de acido sulfhidrico
(d) motilidad positiva, indol negativo
Fuente: (Brown A. , 2007)

Ureasa: Algunas bacterias hidrolizan la urea por medio de la enzima ureasa liberando
amoniaco y dioxido de carbono. Estos productos alcalinizan el medio haciendo virar el
rojo de fenol del amarillo al rojo. En este medio, la fermentacion de la glucosa activa la
enzima ureasa, acelerando la velocidad del metabolismo en aquellos organismos que
hidrolizan lentamente la urea, como especies de Enterobacter o Klebsiella (Brown A. ,
2007).
La reaccién positiva indica un cambio de color de amarillo a rojo, fucsia o rosado (Figura
10).

e En un tubo con agar ureasa, solidificado en posicién inclinada, se sembr6 una

muestra del cultivo bacteriano.
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e La siembra consistio en tomar una muestra del cultivo puro y esparcirlo en el

medio Ureasa (similar al proceso de siembra de cultivo puro), realizando una
puncion al fondo del agar. Todo en presencia del mechero.

e Para finalizar se incubo a 38 °C durante 24 horas; y se observaran los resultados.

Figura 10 Prueba Ureasa

(a) resultado negativo (b) resultado positivo
Fuente: (Brown A. , 2007)

MRVP: El medio de cultivo contiene pluripeptona que aporta los nutrientes necesarios
para el desarrollo bacteriano y la glucosa es el hidrato de carbono fermentable.

La glucosa puede ser metabolizada por los microorganismos, a través de distintas vias
metabolicas. Segun la via utilizada, se originaran productos finales acidos (&cido lactico,
acido acético, acido férmico), o productos finales neutros (acetil metil carbinol) (Brown
A., 2007).

Esta diferencia en el metabolismo bacteriano puede ser reconocida por la adicion de un

indicador como rojo de metilo (Figura 11*°), para revelar la presencia de productos
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acidos, y por la adicion de alfa naftol e hidroxido de potasio para evidenciar la presencia

de productos finales neutros (Figura 11¢9),
Para esta prueba se realizé el siguiente proceso:

e En tubos con medio MRVP (medio liquido) se sembré el cultivo bacteriano de
interés.

e La siembra consistié en tomar una muestra del cultivo bacteriano con el asa de
platino esterilizada y enfriada, llevarla al tubo que contiene el medio, agitar y
sellar. Todo el proceso en presencia del mechero, y dos veces por cada muestra, es
decir dos tubos.

e Se procedio a incubar a 38°C durante 24 horas.

e Posterior a la incubacion se afiadid los reactivos: rojo de metilo en un tubo y alfa

naftol en el otro tubo para interpretar resultados.
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Figura 11 Prueba de MRVP

(a) resultado negativo para indol, (b) resultado positivo para indol,

(c) resultado negativo para VVoges Proskauer, (d) resultado positivo para VVoges Proskauer
Fuente: (Brown A. , 2007)

Triple Sugar Iron: En el medio de cultivo, el extracto de carne y la pluripeptona, aportan
los nutrientes adecuados para el desarrollo bacteriano.

La lactosa, sacarosa y glucosa son los hidratos de carbono fermentables. El tiosulfato de
sodio es el sustrato necesario para la produccion de acido sulfhidrico, el sulfato de hierro
y amonio, es la fuente de iones Fe*3, los cuales se combinan con el acido sulfhidrico y
producen sulfuro de hierro, de color negro. El rojo de fenol es el indicador de pH, y el
cloruro de sodio mantiene el balance osmotico. El agar es el agente solidificante (Brown
A., 2007).

Por fermentacion de azlcares, se producen acidos, que se detectan por medio del
indicador rojo de fenol, el cual vira al color amarillo en medio &cido. Los resultados se

interpretan de la siguiente manera:
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Si existe fermentacion de glucosa y no de lactosa el resultado se interpreta como

alcalino/alcalino (A/A) (Figura 12%), cuando existe fermentacion de glucosa y lactosa se
fermentan se interpreta como A&cido/acido con gas (a/a) (Figura 12°), si no existe
fermentacion de azdcar ni lactosa ni glucosa se la interpreta como alcalino/sin cambio
(K/0) (Figura 12°; si el medio no present6 cambios visuales observables se lo interpreta
como sin inocular (0/0) (Figura 129
El tiosulfato de sodio se reduce a sulfuro de hidrégeno que reacciona luego con una sal de
hierro proporcionando el tipico sulfuro de hierro de color negro (Figura 12°).
El proceso se realizd de la siguiente manera:
e En un tubo con agar TSI, solidificado en posicion inclinada, se sembrd una
muestra del cultivo bacteriano.
e La siembra consistié en tomar una muestra del cultivo puro y esparcirlo en el
medio TSI (similar al proceso de siembra de cultivo puro), realizando una puncion
al fondo del agar. Todo en presencia del mechero.

e Para finalizar se incub6 a 38 °C durante 24 horas; y se observaron los resultados.
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(@) (b) () (d)

Figura 12 Prueba de TSI (Triple azlcar hierro)
(a) alcalino/alcalino; (b) acido/acido con gas;
(c) alcalino/Sin cambio; (d) sin inocular;
(e) produccidn de sulfuro de hidrégeno
Fuente: (Brown A. , 2007)

3.3.2.4 Metodologia para la realizacion de antibiogramas

En agar Muller Hilton preparado 24 horas previo al procedimiento, se sembro las cepas
asiladas de los microorganismos en dos cajas Petri cada cultivo puro, en presencia del mechero se
coloco con pinzas metélicas tres sensidiscos con antibidtico dispuestos de manera uniforme
(separadas la misma distancia formando un triangulo equilatero, y sin estar muy cerca al borde de

la caja) dentro de la caja Petri. Las concentraciones de los sensidiscos se muestran en la Tabla 12.

Tabla 12

Concentracion de los antibioticos y su disposicion en las cajas Petri
Antibiotico Concentracion Caja Petri

Ampicilina 10 ug 1

Bacitracina 10 Ul 1

Neomicina 30 ug 1

Oxitetraciclina 30 g 2

Cefotaxima 30 g 2

Penicilina G 10 Ul 2

Kg: Micro gramos; Ul: Unidades internacionales

Cada caja se sello con parafilm y se incubé durante 24 horas a 38 °C.
Se evaluo la resistencia o sensibilidad de cada agente microbiano de acuerdo al halo de

inhibicion que forma cada cultivo segun la Tabla 13.
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Tabla 13
Interpretacion de sensibilidad de bacterias causantes de mastitis en vacas lecheras a diferentes
agentes antibioticos.

Diametro de inhibicién en mm

Antibiético Microorganismo

R | S
Bacitracina <8.,0 >9.0
Oxitetraciclina <11,0 12-14 >15,0
Neomicina <12,0 13-16 >17,0
Penicilina Staphyloccocus sp. <28,0 >29,0
Enterobacteriae <14,0 >15,0
Streptoccocus sp. <23,0 >24.0
Ampicilina Staphyloccocus sp. <28,0 14-16 >29,0
Enterobacteriae <13,0 >17,0
Streptoccocus sp. >29,0
Cefotaxima Staphyloccocus sp. <14 15-22 >23
Enterobacteriae <22,0 23-28 >29.,0
Streptoccocus sp. <25,0 26-27 >28,0

R: resistente, I: intermedio, S: sensible, mm: milimetros
Fuente: (CLSI, 2015)

La seleccion de los antibidticos se realizé de acuerdo a los principios activos mas

utilizados en la zona para el control de mastitis.
3.3.3 Metodologia para medir la produccion de la leche

Se promedi6 el volumen total entregado por el productor a la quesera “El Salinerito”, entre el
namero total de bovinos en produccion el dia de la toma de muestras.
3.3.4 Metodologia para estimar las pérdidas econémicas de las fincas en estudio

Se estimo las pérdidas econdmicas de acuerdo al volumen promedio que produjo cada animal
por cuarto y mediante la disminucion de produccion de leche en porcentaje segun el nivel de
CMT (Tabla 14) en las cuatro fincas el dia del muestreo, se multiplicé la pérdida diaria calculada
por el precio que ofrece la empresa por cada litro de leche (44 centavos de dolar), se obtuvo la

pérdida diaria y mensual de cada finca.
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Tabla 14
Relacion entre grado de CMT y porcentaje de disminucién de la produccion
de leche en porcentaje.

Disminucion de produccion de leche en

Grado de CMT CCS/ml* )
porcentaje

Negativo 0 —200.000 5

Trazas 200.000 — 500.000 10

Grado 1 400.000- 1.500.000 22

Grado 2 800.000 — 5.000.000 33

Grado 3 Mas de 5.000.000 45

CCS/ml: Concentracion de células somaticas por mililitro
Fuente: (Kleinschroth, Rabold, & Deneke, 1991)

3.3.5 Productos obtenidos y beneficiarios

Esta investigacion fue difundida mediante charlas a todos los miembros y directivos de la
Cooperativa de Produccion Agropecuaria “El Salinerito”, los principales temas tratados fueron: la
presencia de agentes etioldgicos de mastitis infecciosos y/o medio ambientales, ademas del

posible control preventivo o curativo que se deberia aplicar.

Complementariamente se elabord y entrego a los productores un manual enfocado en los

puntos criticos de la enfermedad en el ordefio mecanico y manual (Anexo 5).
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Resultados

El estudio cont6 con un total de 232 muestras de leche obtenidas de los cuartos de la ubre
de 58 vacas en produccién en cuatro diferentes fincas de la parroquia Salinas perteneciente al
canton Guaranda, Bolivar Ecuador. Los 232 cuartos fueron evaluados con CMT, prueba de fondo
obscuro y parametros clinicos.

La prevalencia de mastitis subclinica por animal en el area de estudio fue del 84,5%. La
prevalencia en las diferentes fincas fue 96,2% en Producoorp, 81,8% en los Pinos, 61,5% en
Garza Pamba y 87,5% en el Rosal (Tabla 15).

Tabla 15

Prevalencia de mastitis subclinica en cuatro fincas de la Cooperativa de Produccion
Agropecuaria “El Salinerito”

Finca Vacas positivas Vacas negativas Total
n % n %

Producoorp 25 96,2 1 3,8 26

Los Pinos 9 81,8 2 18,2 11

Garza Pamba 8 61,5 5 38,5 13

El Rosal 7 87,5 1 12,5 8

n: nimero de animales, %: porcentaje de animales

El color de pezon fue el primer pardmetro clinico evaluado, todos los cuartos presentaron
un color normal independiente de la prevalencia de mastitis.
En funcion de los niveles de sequedad del pezon, los cuartos con mastitis (n=111), el de

mayor prevalencia fue muy aspero con el 82,9% ver detalle Tabla 16.
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Tabla 16
Prevalencia de mastitis de cuartos positivos a
CMT, relacionada con el nivel de sequedad de
pezones, en cuatro fincas de la Cooperativa de
Produccion Agropecuaria “El Salinerito”.

Cuartos positivos

Nivel de sequedad

n %
Normal 6 54
Ligeramente aspero 13 11,7
Muy &spero 92 82,9
Total 111 47,8

n: nimero de cuartos, %: porcentaje

La mayor prevalencia de mastitis para el parametro rajaduras en los pezones fue para la
calificacion ninguna (84,7%), seguida de la calificacion menor (8,1%) y al final la calificacion
extensa con 7,2% (Tabla 17).

Tabla 17

Prevalencia de mastitis de cuartos positivos
a CMT, relacionada con el nivel de surcos
en los pezones, en cuatro fincas de la
Cooperativa de Produccion Agropecuaria
“El Salinerito”

Pezones positivos
%

Nivel de rajaduras

Ninguna 94 84,7
Menor 9 8,1
Extensa 8 7,2
Total 111 100

n: nimero de cuartos, %: porcentaje

El altimo parametro clinico evaluado fue nivel de callosidades en el orificio del pezon; la
mayor prevalencia de mastitis con CMT positivo en los cuartos fue para el nivel Ninguna con
97,3%; el siguiente fue el nivel Anillo con 1,2%; los niveles Moderada y Extrema presentaron

0% que fue el menor porcentaje (Tabla 18).
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Tabla 18
Prevalencia de mastitis de cuartos positivos
a CMT, relacionada con el nivel de
callosidades en los pezones, en cuatro fincas
de la Cooperativa de Produccion
Agropecuaria “El Salinerito”

Nivel de Pezones positivos
callosidades N %
Ninguna 108 97,3
Anillo 3 2,7
Moderada 0 0
Extrema 0 0
Total 111 100

n: nimero de cuartos, %: porcentaje

De todas los animales analizados (n=59), las que se obtuvieron de vacas en etapa de
lactancia entre 4 a 8 meses (Etapa media) presentaron el mas alto porcentaje de CMT positivo
(59,2%); luego estuvieron las vacas entre 0 a 4 meses de lactacion (etapa inicial) con 24,5% vy al
final las vacas en etapa de lactancia entre 8 a 12 meses (Etapa Final) (16,3%) que presenté el
menor porcentaje (Tabla 19)
Tabla 19
Prevalencia de mastitis de acuerdo
a la etapa de lactancia en cuatro

fincas de la Cooperativa de
Produccién Agropecuaria

“El Salinerito”

Etapa Positivo
Lactancia n %
Inicio 12 20,7
Medio 29 50,0
Final 8 13,8
Total 49 84,5

n: ndmero de animales, %: porcentaje
Inicio: 0-3 meses de lactancia,
medio: 4-8 meses de lactancia,
final: 9-12 meses de lactancia.
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Los resultados en la Tabla 20, muestran la diversidad de microorganismos responsables

de generar mastitis subclinica en las vacas del estudio. De todos los medios de cultivo sembrados
(n=170), el 60,6% no tuvo crecimiento mientras que en el 35,3% crecieron bacterias Gram
positivas, en el 2,9% bacterias Gram negativas y el 1,2% levaduras.

De todos los microorganismos aislados (n=67) el 55,2% fue Staphylococcus aureus,
26,9% Bacillus sp., 6,0% Staphylococcus sp, 3,0 % de Levaduras y Klebsiella sp. 1,5% Shigella
sp., Streptotococcus sp, Escherichia Coli y Enterobacter sp. (Tabla 22).

Las pruebas realizadas a bacterias Gram negativas se muestran en el Anexo 10

Tabla 20
Resultados de la siembra de muestras de leche (n=34) en agar MacConkey, Sangre,
Staphylococcus, Streptococcus y Eosin Methyl Blue; y tincién Gram.

Sin crecimiento Con crecimiento

Medio de cultivo Gram Positivas Gram negativas Levaduras
N % n % N % N %
Agar MacConkey 32 18,8 1 0,6 1 0,6 0 0,0
Agar Sangre 14 8,2 17 10,0 2 1,2 1 0,6
Agar Staphylococcus 7 4,1 27 15,9 0 0,0 0 0,0
Agar Streptococcus 23 13,5 10 59 1 0,6 0 0,0
Agar Eosin Methil Blue 27 15,9 5 2,9 1 0,6 1 0,6
Total medios sembrados 103 60,6 60 35,3 5 3,9 2 1,2

n= ndmero de medios con o sin crecimiento, % porcentaje de crecimiento respecto al total de muestras sembradas
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Tabla 21
Aislamiento de agentes microbianos de mastitis obtenidas de 34 muestras de leche en diferentes
medios de cultivo selectivos.

Medio de cultivo Total
Microorganismo Agar Agar Agar Agar Agar Eosin
Aislado MacConkey Sangre Staphylococcus Streptococcus MethylBlue n %
Staphylococcus aureus 0 8 16 8 5 37 55,2
Staphylococcus sp. 0 3 0 1 0 4 6,0
Streptotococcus sp. 0 0 1 0 0 1 15
Escherichia coli 0 1 0 0 0 1 15
Shigella sp 0 0 0 1 0 1 15
Klebsiella sp. 1 1 0 0 0 2 30
Enterobacter sp. 0 0 0 0 1 1 15
Bacillus sp. 1 6 10 1 0 18 26,9
Levaduras 0 1 0 0 1 2 30
Total 2 20 27 11 7 67 100,0

n: nimero de cepas aisladas, %: porcentaje de cepas aisladas

Ademas para todas las muestras se realiz6 una prueba complementaria de cultivo
en Petrifilms selectivos tanto para Staphylococcus como para enterobacterias de cada
muestra, el crecimiento que presentaron fue de 76,5% y 5,9% respectivamente (Tabla 22).
Tabla 22

Crecimiento en porcentaje de agentes microbianos de 34 muestras de leche
en Petrifilms especificos para Staphylococcus y enterobacterias

Tipo de Petrifilm Sin crecimiento Con crecimiento Total

N % n % n %
Staphylococcus aureus 8 23,5 26 76,5 34 50
Enterobacterias 32 94,1 2 5,9 34 50
Total 40 58,8 28 41,2 68 100

n: nimero de cultivos sin crecimiento o con crecimiento, %: porcentaje

La susceptibilidad o resistencia de los microorganismo patdgenos causantes de mastitis
frente a seis diferentes antibioticos se muestra en la (Tabla 23). Las bacterias Gram positivas
mostraron sensibilidad para algunos antibioticos, las cepas de Staphylococcus aureus presentaron
una susceptibilidad a bacitracina, neomicina, cefotaxima y oxitetraciclina. Las cepas de
Staphylococcus sp. también presentaron susceptibilidad a bacitracina, neomicina, cefotaxima y

ademas para oxitetraciclina. Las cepas de Bacillus sp. fueron susceptibles a oxitetraciclina y a
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cefatoxima, y por ultimo la cepa de Streptococcus sp. fue susceptible para todo los antibioticos

probados, pero no para oxitetraciclina

Las bacterias Gram negativas mostraron una susceptibilidad variada, Enterobacter sp. fue
susceptible para todos los antibidticos; Klebsiella sp. fue susceptible para cefatoxima,
oxitetraciclina, neomicina, y penicilina; Shigella sp. fue susceptible para bacitracina y
Cefotaxima y por ultimo Escherichia coli fue susceptible solo para ampicilina.

Existid resistencia de los microorganismos que producen la mastitis hacia los antibi6ticos
evaluados, las bacterias Gram positivas como Staphylococcus aureus fueron resistentes a
penicilina y ampicilina; Bacillus sp. también fue resistente para los antibidticos antes
mencionados, asi como para bacitracina y ademas, Staphylococcus sp. solo fue resistente a
penicilina.

Las bacterias Gram negativas como Escherichia coli fue resistente a bacitracina,
oxitetraciclina, neomicina, penicilina; las dos cepas de Klebsiella sp. fueron resistentes a
bacitracina, penicilina y ampicilina; la cepa de Shigella sp. fue resistente para oxitetraciclina,

neomicina, penicilina y ampicilina.
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Tabla 23
Susceptibilidad y resistencia in vitro de microorganismos causantes de mastitis a antibidticos en
vacas lecheras de cuatro fincas pertenecientes a la parroquia de Salinas, canton Guaranda,
Bolivar, Ecuador

Microorganismo Bacitracina  Oxitetraciclina Neomicina  Penicilina  Ampicilina  Cefotaxima

Staphylococcus aureus

Staphylococcus sp.

nlinl umn

Streptococcus sp.

Klebsiella sp.

Enterobacter sp.

S
S
S
Escherichia coli R
R
S
S

|V nw D

Shigella sp.

— VDO OO O O v
O »w D|lw| DO|O
OV D | »w|lw| DO|O

nunlin un

Bacillus sp. R S

S: Susceptible, I: Resistencia intermedia, R: Resistente

El detalle de cada uno de los antibiogramas por finca y agente patdégeno se muestran en
los Anexos 6, 7, 8 y 9, resultados que ayudaron a la determinacion de la susceptibilidad de cada
patdgeno.

Pérdidas Economicas.

La mayor pérdida que generd la enfermedad medida en litros promedio por animal por dia
fue en Producoorp con 192,3 litros, le sigue El Rosal con 69,6 litros, a continuacion Garza Pamba
con 64,1 litros y al final Los Pinos con 53,94 litros (Tabla 24?).

De las cuatro fincas en estudio la que mayor pérdida econdémica fue Producoorp con 84,60
ddlares, le sigue El Rosal con 30,61 ddlares seguida de Garza Pamba con 28,21 doélares vy al final

Los Pinos con 23,73 délares de pérdida al dia (Tabla 24°)



Tabla 24

Pérdida en litros y dolares estimada por mastitis en cuatro fincas
de la Cooperativa de Produccion Agropecuaria “El Salinerito”
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Finca Pérdida en litros por dia? Pérdida en ddlares”
Vaca promedio Por dia Por mes
Producoorp 7.4 192,27 84,60 2537,96
Los Pinos 4,9 23,73 712,01
Garza Pamba 4,9 28,21 846,25
El Rosal 8,7 30,61 918,32

Con la informacion levantada de la encuesta (Anexo 4), se elaboré un manual de buenas

préacticas de ordefio de acuerdo a los puntos criticos que tenian en comun cada finca en estudio,

los puntos que se tomaron en cuenta fueron: tipo de ordefio, capacitacion del personal,

disponibilidad de agua potable, tipo de instalaciones, lavado y secado de pezones, despunte al

inicio del ordefio, sellado de pezones y envase para el transporte de leche (Tabla 25).

Tabla 25

Puntos criticos en comun segun la encuesta aplicada a las cuatro fincas de la
Cooperativa de Produccion Agropecuaria “El Salinerito”

Finca Producoorp Los Pinos Grazapamba El Rosal
Animales en ordefio 26 25 13 8
Animales totales 70 80 20 10

Tipo de ordefio Mecénico Mecénico Mecénico Manual
Personal capacitado No No No No

Agua potable No No No No
Instalaciones Ninguna Ninguna Establo Ninguna
Lavado de ubre No Si Si Si

Secado de ubre No No No No
Despunte No No No No
Sellado No No No No

Tipo de envase que Biddn acero Biddn acero Biddn acero Biddn acero
transporta la leche inoxidable inoxidable inoxidable inoxidable




4.2 Discusion

Dentro de los objetivos del presente estudio se realizd la valoracion clinica,
aislamiento, tipificacion y antibiogramas de agentes causales de mastitis, ademas de la
estimacion de las pérdidas econdmicas que genera la enfermedad en cuatro fincas de la
Cooperativa de Produccion Agropecuaria “El Salinerito”

De un total de 58 animales, se evaluo mediante exploracion clinica, fondo obscuro
y prueba california de mastitis cada uno de los cuartos (n=232), de los cuales se tomaron
muestras positivas a CMT, de grado 2 o 3 para el aislamiento, tipificacion y antibiograma
de agentes causales de mastitis. También se calcularon las pérdidas econdémicas de
acuerdo al nivel de CMT que presentaron los cuartos de la ubre, y en base a los puntos
criticos obtenidos en la encuesta se elaboré un manual de buenas practicas de ordefio.

La valoracion clinica de los cuartos contempl6 color, rajaduras horizontales y
callosidades en la punta del canal de los pezones, junto a palpacion, temperatura y
posicion de la ubre los cuales no mostraron mayor influencia en la prevalencia de mastitis,
sin embargo la sequedad de los pezones present6 un 82,9% (92/111) de prevalencia, pero
este resultado puede no deberse a una correlacion directa entre la enfermedad y este
pardmetro de evaluacion clinica, ya que las condiciones medio ambientales de las fincas
en estudio son adversas; las bajas temperatura, baja humedad relativa y corrientes edlicas
fuertes predisponen a los pezones a la resequedad. La NMC, (2007) dispone estos
parametros de evaluacion para la condicién de la piel en pezones que presentan cuadros
clinicos graves o cronicos de mastitis, por esta razébn no se encontraron estudios
especificos basados en este tipo de parametros, ya que la mastitis se presenta mayormente

de manera subclinica, resultados ya obtenidos por (Unnerstad, y otros, 2009).
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En base a la prueba de CMT la prevalencia de mastitis por animal fue del 84,5% (49/58),

siendo Producoorp la finca de mayor porcentaje en el estudio con 96,2% (25/26). Con respecto a
los cuartos analizados el 47,8% (111/232) presentaron mastitis subclinica.

De todas las muestras analizadas (n=232), 47,8 % (111/232) fueron positivas a CMT. La
finca que tuvo la mayor prevalencia de mastitis subclinica por animal fue Producoorp con 43,1%
(25/58) en comparacion con las demas fincas que la menor prevalencia la presenté Garza Pamba
13,8% (8/59).

Los resultados obtenidos muestran que la prevalencia de mastitis en el area de estudio es
de origen contagioso. Dentro de la mastitis de origen contagioso Staphylococcus spp. vy
Streptococcus spp. son los mas importantes patdgenos responsables de la inflamacion (Baskaran,
Kazmer, Hinckley, Andrew, & Venkitanarayanan, 2009). Sin embargo debido a diferentes
razones la prevalencia en el area de estudio fue muy alta, las malas condiciones durante el
proceso de ordefio, la escasa higiene de la ubre, el incorrecto uso de antibi6ticos, sellado de
pezones, son algunos de los factores que afectan la prevalencia de la enfermedad, hallazgos ya
observados por (Haltia, Honkanen-Buzalski, Spiridonova, Olkonen, & Myllys, 2006).

Los factores mas importantes relacionados a mastitis como: periodo de secado (Green,
Bradley, Medley, & Browne, 2007), sanidad de la ubre, carencia de buenas practicas de ordefio
(Mungube, y otros, 2005), etapa de lactancia (Regassa, Golicha, Tesfaye, Abunna, & Megersa,
2013) numero de partos, raza (Almaw, Zerihun, & Asfaw, 2008), alimentacién e indice de
reemplazo de vaconas (McDougall, 1999), asi como pruebas de diagnoéstico, indican que la alta
prevalencia en el estudio se debe a la falta o escasa importancia que el productor le concede a
estos factores, ya que dentro de la encuesta se pudieron observar las condiciones en la que la

finca trabaja.
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(Ahmad, y otros, 2012) expusieron que una alta prevalencia de mastitis se debe a un

deficiente control en la higiene dentro del proceso de ordefio, esto se debe a la ausencia del
lavado y secado de la ubre, deficiencias en el equipo de ordefio, aseo del personal, que pueden ser
vectores de proliferacion de la enfermedad, especialmente de la mastitis contagiosa.

La alta prevalencia (84,5%) de mastitis subclinica encontrada en el estudio es una muestra
de los problemas en la salud de las ubres de los bovinos, que podria afectar de manera negativa la
produccion de leche ademas de la salud de los consumidores y produccion de sus derivados.

Del 47,8% (111/232) de cuartos positivos a la prueba de CMT, se tomaron 34 muestras
que presentaron un grado de mastitis subclinica de 2 0 3, y se los sembré en distintos medios de
cultivo en el laboratorio. El 15,9% creci6 en agar Staphyloccocus, 11,8% en agar sangre, 6,5% en
agar Streptoccocus, 4,1% en agar Eosin Methyl Blue y 1,2% en agar MacConkey. (Ruiz, y otros,
2011), reportaron un crecimiento del 61 %, (Persson, Nyman, & Gronlund-Andersson, 2011) un
88% de muestras con CMT positivo cultivadas en agar sangre, ademas (Islam, Samad, &
Rahman, 2011) obtuvieron solo un 39% de crecimiento en agar sangre y 61% en EMB. (Olivares,
y otros, 2015) en base del nimero total de muestras obtuvieron el 52,5% de crecimiento en agar
sangre, 27,5% en MacConkey y solo el 20% en EMB.

En el presente estudio se utilizaron medios de crecimiento (agar Staphyloccocus y
Streptoccocus) que no son comunes dentro de los estudios microbioldgicos para detectar los
agentes etiologicos de mastitis, por lo general se utilizan medios de cultivo como agar sangre,
agar Eosin Methyl Blue (EMB) y agar MacConkey, medios ya utilizados por (Abebe R. , Hatiya,
Abera, Mergersa, & Asmare, 2016) (Barlow, 2011) (Fagundes, Barchesi, Nader Filho, Ferreira,
& Fernandes, 2010) (Jamali, Radmehr, & Ismail, 2014) (Persson, Nyman, & Gronlund-

Andersson, 2011).
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Comparados con otros estudios, los porcentajes de crecimiento de patdgenos que

provocan mastitis obtenidos durante el trabajo son bajos. Uno de los factores que pudo afectar el
crecimiento fue la dilucion de las muestras (1:100) antes de la siembra en los medios de cultivo
(Brown A. , 2007), la dilucién de la muestra se realiz6 para evitar el crecimiento masivo de los
microorganismos asi como evitar falsos positivos dentro del estudio.

A su vez todas las muestras (n=34) fueron cultivas en Petrifilms 3M® especificos para
Staphylococcus aureus y enterobacterias, que presentaron 76,5% y 5,9% de crecimiento
respectivamente, estos resultados son mayores a los obtenidos mediante claves de identificacion
microbioldgicas tradicionales ya que la sensibilidad de esta prueba diagndstica es mayor,
resultado ya obtenido por (McCarron, Keefe, McKenna, Dohoo, & Poole, 2009) (McCarron,
Keefe, McKenna, Dohoo, & Poole, 2009) (Silva, Caraviello, Rodrigues, & Ruegg, 2005).

De los agentes aislados causantes de mastitis (n=67) el 89,6% (60/67) fueron bacterias
Gram positivas. Estos resultados muestran que las causas prevalentes de mastitis subclinica en el
area son mayormente causadas por patdgenos contagiosos, resultados que concuerdan con los
obtenidos por (Moser, Stephan, Ziegler, & Johler, 2013)que aislaron 122 cepas de bacterias Gram
positivas de 177 animales y (Ruegsegger, y otros, 2014) que aislaron 3038 bacterias Gram
positivas de 3954 muestras de leche, sin embargo los resultados obtenidos difieren de (Olivares, y
otros, 2015) que reportaron el 97,5% de crecimiento de bacterias Gram negativas en similares
condiciones de manejo pero en una zona tropical caliente.

Staphylococcus aureus fue la cepa mas comun aislada en el estudio causante de mastitis
en vacas en produccion de las fincas seleccionadas, este patdgeno contagioso es el mas reportado
a nivel mundial como agente infeccioso de la enfermedad (Abebe R. , Hatiya, Abera, Mergersa,

& Asmare, 2016), (Ahmad, y otros, 2012), (Boerlin, Kuhnert, Hussy, & Schaellibaum, 2003),
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(Haltia, Honkanen-Buzalski, Spiridonova, Olkonen, & Myllys, 2006), (Persson, Nyman, &

Gronlund-Andersson, 2011), (Regassa, Golicha, Tesfaye, Abunna, & Megersa, 2013); y esta
relacionado con el manejo en el proceso de ordefio, clima, altura, incluyendo la resistencia
antimicrobiana.

Habiendo identificado los patdgenos causantes de mastitis subclinica en el estudio, se
procedi6 a determinar la resistencia de estos microorganismos a 6 diferentes antibidticos
seleccionados de acuerdo al uso dentro de la zona de estudio.

Se determin6 que Staphylococcus aureus, Sthaphylococcus sp., E. coli y Shigella sp. son
muy resistentes a penicilina y ampicilina. Bacillus sp. fué la cepa que presentd mayor resistencia
a la mayoria de antibiéticos (bacitracina, neomicina, penicilina y ampicilina). Todos los
microorganismos tienen una alta sensibilidad a cefotaxima, principio activo no utilizado dentro
del &rea de estudio; Staphylococcus aureus, Sthaphylococcus sp, Enterobacter sp., Streptococcus
sp. presentaron sensibilidad a bacitracina, oxitetraciclina y neomicina.

(Ruegsegger, y otros, 2014) reportaron un 45,5% (1799/3954) de sus cepas aisladas
resistentes a penicilina y un 26,7% (1056/3954) a ampicilina, (Moser, Stephan, Ziegler, & Johler,
2013) reportaron el 39% (47/120) resistentes a ampicilina y penicilina; ademas (Overesch,
Stephan, & Perreten, 2013) reportaron que Staphyloccocus spp. fue resistente a penicilina
confirmando los resultados obtenidos en el estudio, aunque (Olivares, y otros, 2015), reporta una
resistencia muy alta de Staphylococcus y E. coli a cefotaxima difiriendo con los resultados
obtenidos en el estudio, sin embargo coincide con la resistencia a ampicilina.

La resistencia frente a antibidticos puede resultar por el incremento de los niveles de
exposicion a los microorganismos (Jamali, Radmehr, & Ismail, 2014); por lo tanto el uso

prudente de antibidticos junto a estrategias que minimicen el desarrollo de resistencia microbiana
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deben ser seguidas de manera estricta. Los productores deben trabajar de la mano con

profesionales y/o técnicos para elaborar un plan de manejo y control adecuado, sin olvidar el
prudente uso de los antibidticos (Barlow, 2011).

Para el control de mastitis, los productores utilizan antibioticos para el periodo seco y
periodo de lactancia del animal, que en muchos casos el costo beneficio es satisfactorio (Islam,
Samad, & Rahman, 2011), sin embargo la falta de conocimiento de muchos productores conlleva
a que administren farmacos sin un adecuado programa de administracion pudiendo controlar la
enfermedad, pero con efectos adversos a largo plazo consecuencias descritas por (Sears,
Gonzalez, Wilson, & Han, 1993).

Se debe considerar que la falta de conocimiento sobre buenas practicas de ordefio y uso
irregular de antibidticos puede ser otra razén para mostrar susceptibilidad o resistencia de los
microorganismos (Aguero et al., 2015)

Pérdidas econdmicas.

Siguiendo con el orden de los objetivos planteados, la estimacion de las pérdidas
econdmicas que genera la mastitis en las cuatro fincas de la Cooperativa de Produccion
Agropecuaria “El Salinerito” fue el ultimo en ser analizado y de acuerdo a varios estudios, las
pérdidas econdmicas que produce la mastitis generara un efecto significativo en varios rubros de
la actividad ganadera como: perdidas por reduccién de la produccién de litros de leche, descarte
de vacas, gastos en medicamentos y veterinario (Nielsen, 2009), (Huijps, Hogeveen, Lam, &
Oude Lansink, 2010).

En Argentina un estudio reportd que la pérdida de produccion de leche por el efecto

mastitis subclinica en establecimientos lecheros en Cérdova fue de 2,8 litros/vaca/dia en fincas
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que tienen mas de 100 bovinos en produccion lechera (Aglero, Raspanti, Odierno, & Larriestra,

2015).

En un estudio similar al anterior se determind una pérdida menor que fue de 1,60
litros/vaca/dia. Esta pérdida de produccion de leche se la calculo en una finca de 65 animales en
un establecimiento ganadero lechero en la Unién Europea (Huijps, Lam, & Hogeveen, 2008).

Es importante mencionar que en los estudios mencionados al igual que en este existieron
todos los casos de CMT, el cual es la base para el célculo de pérdidas econémicas.

En cambio el presente estudio se encontrd que la mastitis subclinica genera un perdida
mayor en comparacion a las investigaciones antes mencionadas, en la finca Producoorp existid
una pérdida de 7,4 litros/vaca/dia, en la finca Los Pinos fue de 4,9 litros/vaca/dia, siendo de la
misma forma en la finca Garzapamba, por ultimo cabe destacar que la finca perdié mas fue la
finca el Rosal con 8,7 litros/vaca/dia. Es importante mencionar que las fincas en estudio tenian
entre 8 y 26 vacas en produccién, en comparacion con los estudios mencionados donde eran
fincas mas grandes y por ende mas tecnificadas.

Ningun reporte fue encontrado en el area de estudio con respecto a la valoracion clinica,
aislamiento, sensibilidad, resistencia de agentes causales de mastitis y estimacion econémica por
consecuencia de la enfermedad. Para conocimiento general, existe una limitada informacién
disponible sobre la susceptibilidad de agentes etiologicos de mastitis a antibi6ticos en Ecuador.
Sin embargo se han citado solo estudios de diferentes regiones, paises e incluso especies. La
variabilidad de la susceptibilidad a los antibioticos entre especies se debe a diferentes razones.
Las condiciones edafoldgicas, geograficas (clima, altitud) tienen un impacto considerable en la

prescripcion farmacoldgica de la enfermedad.
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Las diferencias de nuestro estudio con los citados (Abebe et al., 2016; Ahmad et al., 2012;

Almaw et al., 2008; Barlow, 2011; Baskaran et al., 2009; Boerlin et al., 2003; CLSI, 2015;
Fagundes et al., 2010; Halasa et al., 2009; Haltia et al., 2006; Islam et al., 2011; Jamali et al.,
2014; McDougall, 1999; Moser et al., 2013; Mungube et al., 2005; Overesch et al., 2013; Persson
et al., 2011; Regassa et al., 2013; Ruiz et al., 2011; Sears et al., 1993; Silva et al., 2005;
Unnerstad et al., 2009) son las condiciones medio ambientales, protocolo en la toma de muestras,
distintos agentes etioldgicos de mastitis con diferentes niveles de resistencia, practicas de manejo,

uso de antibidticos y muchos otros factores.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1 Conclusiones

Se constatd el alto porcentaje de mastitis por vaca (84,5%) y por cuarto (47,8%) en las
fincas del estudio.

Las vacas que se encontraban en la etapa media de lactancia (4-8 meses) presentaron el
mas alto porcentaje (50%) de presencia de mastitis por cuarto.

EL nivel de sequedad muy aspero de los pezones se asocié a un mayor porcentaje de
prevalencia de mastitis entre los varios factores medidos en el estudio (84,7%).

Los agentes patdgenos contagiosos de la zona de estudio son: Staphylococcus aureus,
Bacillus sp., Staphylococcus p., Streptococcus sp, Escherichia coli, Shigella sp., Klebsiella sp.,
Enterobacter sp., y levaduras.

La susceptibilidad de las bacterias fue la siguiente: Staphylococcus aureus a bacitracina,
neomicina, cefotaxima y oxitetraciclina; Bacillus sp. a oxitetraciclina y cefatoxima;
Staphylococcus p. a bacitracina, neomicina, cefotaxima y oxitetraciclina; Streptococcus sp. a para
todo los antibidticos probados, pero no para oxitetraciclina; Enterobacter sp. a todos los
antibidticos; Klebsiella sp. a cefatoxima, oxitetraciclina, noemicina, y penicilina; Shigella sp. a
bacitracina y Cefotaxima; Escherichia coli a ampicilina.

Existio resistencia de varias bacterias a los antibioticos, Staphylococcus aureus fue
resistente a penicilina y ampicilina; Bacillus sp. a penicilina, ampicilina, y bacitracina,;
Staphylococcus sp. solo fue a penicilina; Escherichia coli fue resistente a bacitracina,
oxitetraciclina, neomicina y penicilina; Klebsiella sp. fue resistente a bacitracina, penicilina y

ampicilina; Shigella sp. fue resistente a oxitetraciclina, neomicina, penicilina y ampicilina.
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La pérdida promedio de leche por dia y por vaca de toda la poblacion del estudio fue de

6,47 litros, la finca que mas litros de leche perdia fue EI Rosal con 8,7 litros/ vaca promedio.

La finca Producoorp tuvo mayores pérdidas econémicas por efecto de la mastitis con $
2537,96 al mes, con 26 animales en produccion.

5.2 Recomendaciones

Se recomienda realizar diariamente buenas practicas de ordefio para reducir la prevalencia
de mastitis y asi evitar las pérdidas econémicas por esta en enfermedad, especialmente a los
productores ganaderos de leche de la Cooperativa de Produccion Agropecuaria El Salinerito.

Se recomienda realizar métodos de control, principalmente pruebas de diagndstico rapidas
como el CMT y Fondo oscuro, las cuales permiten diagnosticar mastitis subclinica y clinica
respectivamente.

Para el control efectivo de mastitis es de suma importancia hacer examenes de laboratorio
como pruebas bioquimica para identificacion, antibiogramas para resistencia y susceptibilidad de
antibidticos. Esto permitird conocer que agente causal es y hacia que antibidticos es resistente o
susceptible, permitiendo hacer una efectiva dosificacion de antibi6ticos para el control de la
enfermedad

Se recomienda el uso de Cefotaxima como antibiotico para el control de mastitis en el
area de estudio con un plan de manejo adecuado por la sensibilidad mostrada de los
microorganismos a este farmaco.

Se debe finalizar el uso exagerado e indiscriminado de antibidticos en las vacas por
cualquier enfermedad, ya que esto genera que los agentes causales de las enfermedades sean
resistentes hacia los antibidticos usados, es muy importante buscar una orientacion profesional y

calificada para el uso de los mismos.
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Para proximos estudios se recomienda realizar la siembra de la muestra de leche en la caja

Petri de forma directa sin ninguna dilucion de la misma, ya que esto permitira aumentar la
probabilidad de crecimiento de las bacterias mas débiles en los diferentes medios que podrian
estar produciendo mastitis.

Se recomienda seguir haciendo estudios similares en la zona y en todo el pais, que

permitan conocer la situacion real de la mastitis, y su efecto en la economia de los ganaderos.
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