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RESUMEN

Los objetivos de la presente investigacion, fueron determinar la
prevalencia, por medio de la prueba de california, asi como la identificacion de los
agentes patdgenos causantes de la mastitis bovina en la comunidad de Téjaro,
Michoacan. El trabajo se realiz6 en 16 unidades de produccion. Con un total de
484 muestras tomadas de los cuatro cuartos en cada una de las vacas, se
encontrd, que 308 de los 484 cuartos analizados, se encontraban afectados de
mastitis bovina. Para lo cual se procedié a la identificacién del grado de afeccién
de los mismos, se reviso si eran trazas, 1-2-3 y mastitis clinica. De acuerdo a los
resultados que se obtuvieron, que fueron, del total de los cuartos afectados (308),
los cuales estan divididos en anterior derecho, 89; posterior derecho, 74; anterior
izquierdo, 74; posterior izquierdo, 71. Para la determinacién de la prevalencia de
mastitis bovina se utilizé la prueba de california para la mastitis (CMT). Se
muestrearon en total 484 cuartos, de los cuales 176 resultaron negativos a la

prueba.

Los agentes patogenos identificados que se encontraron en mayor
porcentaje fueron, estafilococos coagulasa negativos, seguidos de estafilococos
aureus, asi como algunas coliformes y enterobacterias, posteriormente se
desarrollé una tabla para visualizar de una mejor forma los agentes patégenos que

se encontraron en mayor proporcion, en los cuartos afectados.
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INTRODUCCION

La mastitis es un proceso inflamatorio de la glandula mamaria y es por lo
general consecuencia de la infeccion causada por patégenos microbianos que
encuentran su camino hacia la luz de la glandula a través del canal del pezén

(Tomasinsig, et al., 2010).

La Mastitis es una enfermedad altamente prevaleciente en el ganado
lechero, y es una de las enfermedades mas importantes que afecta mundialmente
la industria lechera; pues ocasiona pérdidas econdmicas muy fuertes a todos los
productores de leche en el mundo, debido a la disminucion en el rendimiento de
leche y un aumento en el numero de tratamientos clinicos y desecho temprano de
vacas. Por lo que se ha reconocido, durante algun tiempo, como la enfermedad

mas costosa en los hatos lecheros (Sixtos, 2011).

El término mastitis se deriva de las palabras griegas “mastos”, que significa
“‘pechos” e “itis” que quiere decir “inflamacién de”. La inflamacioén es la respuesta
de los tejidos productores de leche en la ubre a una lesion traumatica o la
presencia de microorganismos infecciosos u otros agentes que han ingresado a la
ubre. El propésito de la respuesta inflamatoria es destruir o neutralizar el agente
ofensivo, reparar los tejidos dafiados y retornar la glandula a su funcién normal

(Gallegos y Moncada, 2011).

La mastitis es una enfermedad altamente prevalente en el ganado lechero y
el mas costoso para la industria lechera en todo el mundo, causando pérdidas
economicas considerables debido a la disminucion en la calidad y cantidad de la
produccion de leche, el aumento de los costos de tratamiento y los servicios
veterinarios, y la pérdida de animales (Tomasinsig, et al., 2010).

La mastitis puede ser causada por una gran variedad
de microorganismos como bacterias, hongos, levaduras, micoplasmas, etc., sin
embargo, las bacterias son los patégenos mas frecuentes de estas

enfermedades (Kaliwal, et al, 2011).
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La mastitis bovina normalmente se da como resultado de la infeccion
intramamaria por bacterias que pueden producir la enfermedad de manera clinica
o subclinica. Es decir, puede ser acompanada de signos clinicos o no. Una
inflamacion intramamaria esta asociada con un aumento en el conteo de células
somaticas en la leche. Sin embargo, la magnitud del aumento en el conteo de
células somaticas (CCS) varia de acuerdo a la bacteria involucrada en la infeccion
intramamaria (Djabri, 2002; Field, 2003; Sixtos, 2011).

La mastitis, causa pérdidas considerables a la industria de productos
lacteos, entre los patdégenos bacterianos que pueden causar mastitis, el
Staphylococcus aureus (S. aureus) es probablemente el agente mas letal, ya que
causa infecciones cronicas y profundas en las glandulas mamarias que es

extremadamente dificil para curar (Momtaz, et al., 2010).

Es una enfermedad compleja que puede definirse simplemente como una
inflamacion de la glandula mamaria. Inflamacion que es causada mas
comunmente por infeccion intramamaria con un patégeno, pero también puede ser
causada por una lesién (herida) y, menos frecuente, por alergia y neoplasias
(Guizar y Bedolla, 2008).

A nivel mundial, la mastitis es una de las enfermedades mas importantes en
el sector lacteo. La mastitis bovina causada por S. aureus ha aumentado en

muchos rebafos de las zonas urbanas y rurales del pais (Unakal, et al., 2010).

S. aureus constituyen la mayoria de las bacterias que causan enfermedades. EI S.
aureus se origina en el medio ambiente de la vaca e infectala ubre a través

del canal del pezén (Unakal, et al., 2010).
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Los costos mas importantes en la producciéon lechera se relacionan con la
alimentacion, pérdida de la produccién de leche, trastornos de la reproduccion
debido a la enfermedad, asi como el trabajo y el tratamiento de los animales

enfermos (Andersen, et al., 2010).

Mastitis por estafilococos ha sido reportado comoun 25-30% de la
infeccion de mastitis y las pérdidas de leche enteravariaentre el 10y el
25% (Kumar, et al., 2011).

En el diagnostico dela mastitis, los estafilococos se dividen
en Staphylococcus coagulasa positivos (SPC) y coagulasa negativo (SNC) sobre

la base de la capacidad de coagulasa plasma de conejo (Kaliwal, et al, 2011).

La infeccidon por S. aureus es un proceso complejo que involucra una serie
de los acontecimientos, dando lugar a un mal funcionamiento o destruccién de los
tejidos del huésped. La adherencia del microorganismo a los tejidos del huésped

representa un primer paso critico (Tomasinsig, et al., 2010).

Ademas, transmitidas por los alimentos por S. aureus se ha convertido la
salud publica debido a la preocupacién por la rapida evolucion de linajes
resistentes. Una vacuna contra el S. aureus causa mastitis en las vacas lecheras
que representan un medio seguro e ideal de prevencién y control de mastitis

(Tomasinsig, et al., 2010).

La mastitis bovina normalmente se da como resultado de la infeccidon
intramamaria por bacterias que pueden producir la enfermedad de manera clinica
o subclinica. Es decir, puede ser acompanada de signos clinicos o no. Una
inflamacion intramamaria esta asociada con un aumento en el conteo de células
somaticas (CCS) en la leche. Sin embargo, la magnitud del aumento en el conteo
de células somaticas varia de acuerdo a la bacteria involucrada en la infeccion

intramamaria (Gallegos y Moncada, 2011).
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Tipos de mastitis

Mastitis clinica

La mastitis clinica es definida como una anormalidad observada por los
ganaderos en cualquiera de los dos casos: la leche y/o la ubre. Es un problema
que subsiste en muchos hatos lecheros (De Mol, 2000; Tollersrud, 2000; Sixtos,
2011).

En algunos casos la inflamacion de los cuartos mamarios es acompanada
de signos clinicos (signos pronunciados de inflamacion mamaria y de enfermedad
sistémica), por lo que es diagnosticada entonces como mastitis clinica (Gallegos y
Moncada, 2011).

Se caracteriza por la tumefaccion o dolor en la ubre, enrojecimiento, la
leche presenta una apariencia anormal y, en algunos casos, hay aumento de la
temperatura rectal, letargo, anorexia e incluso la muerte. Ademas, las bacterias
estan presentes en la leche, el rendimiento es muy reducido, y su contenido esta

alterado considerablemente (Barkema, et al., 1999; Guizar y Bedolla, 2008).

En su forma aguda, la mastitis clinica se caracteriza por su condicion de
aparicion subita, la leche es de apariencia anormal, hay enrojecimiento,

tumefaccion, y dolor en la ubre, con o sin sintomas sistémicos (Sixtos, 2011).

En la forma croénica, se presenta una infeccion de la ubre de larga duracion
con leche de apariencia anormal y cambios al realizar la palpacion del tejido de la
ubre (Schrick, et al., 2001).

Mastitis subclinica

La mastitis subclinica es definida como la presencia de un microorganismo
en combinacion con un conteo elevado de células somaticas de la leche. El conteo
elevado de células somaticas en la leche indica mastitis subclinica (Gallegos y
Moncada, 2011).
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La mastitis subclinica es una gran preocupacion en la industria lactea, ya
que causa peérdidas economicas y puede conducir a la mastitis clinica. Los
mecanismos de la aparicion y progresidon de mastitis subclinica no estan
totalmente entendidos, y un nuevo procedimiento para la deteccion y prediccion
adecuada de mastitis subclinica que conduce a mastitis clinica es necesaria para

el manejo de las vacas lecheras (Sakemi, et al., 2009).

La mastitis subclinica en las glandulas mamarias infectadas desarrolla
facilmente una inflamaciéon por un aumento de recuento de células somaticas

(SCC) y puede no tener tratamiento (Sakemi, et al., 2009).

Este tipo de mastitis no presenta cambios visibles en la leche o ubre. Se
caracteriza por el reducido rendimiento de leche, composicion alterada de la leche
y la presencia de componentes inflamatorios y bacterias en la leche (Gallegos y
Moncada, 2011).

La mastitis subclinica, es la mas persistente en el ganado lechero. Ocurre
frecuentemente, y puede conducir a grandes pérdidas econdmicas debido al
reducido rendimiento de leche, y elevados conteos de células somaticas
presentes en los tanques de leche. En la practica, los casos de mastitis subclinica
con frecuencia no son detectados rapidamente, o pueden incluso no ser

reconocidas por el ordefador (Gallegos y Moncada, 2011; Sixtos 2011).

Cuando los signos no son visibles, la presencia de patdégenos y las
modificaciones citologicas de la leche traen como resultado una M. subclinica, por
lo que las técnicas de laboratorio como la medicidon del conteo de células
somaticas y el cultivo bacteriolégico son necesarios para detectar inflamaciéon e

infeccion (Sixtos, 2011).

En los Estados Unidos, los costos anuales de la mastitis han sido estimados
entre 1.5-2.0 billones de dodlares americanos, mientras que las pérdidas de
produccion de leche, debidas a mastitis subclinica y los costos elevados por el

reemplazo de vacas asociado con un conteo elevado de células somaticas han
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sido estimados en 960 millones de dodlares americanos (Kerr, et al., 2001;
Wellenberg, et al., 2002; Nash, et al., 2003).

CLASIFICACION DE LOS AGENTES ETIOLOGICOS CAUSANTES DE LA
MASTITIS BOVINA.

Generalmente, los patdogenos de la mastitis han sido divididos en
organismos contagiosos y ambientales; en base a su asociacion epidemioldgica
con la enfermedad y a su proclividad de causar la infeccion oportunista,

persistente o transeunte, respectivamente (Bedolla y Castafieda, 2003).

Las bacterias responsables de la mastitis bovina pueden ser clasificadas
como contagiosas y ambientales, dependiendo de su reservorio primario y el

ambiente contra el cuarto de la glandula mamaria infectada (Sixtos, 2011).
Contagiosos

Los patdgenos contagiosos de primera importancia incluyen al Staphylococcus
aureus, Streptococcus agalactiae, Corynebacterium spp., y Mycoplasma spp.
Estos organismos se transmiten de vaca a vaca, donde el reservorio primario que
alberga los patégenos es el animal infectado o el cuarto de la ubre, y la exposiciéon
de los cuartos mamarios no infectados se restringe al proceso de la ordena
(Bradley y Green, 2001; Zadoks, et al., 2001; Zadoks, 2002; Bedolla y Castarneda,
2003; Sixtos, 2011).

Los patdégenos contagiosos de la mastitis como el Staphylococcus aureus y
Streptococcus agalactiae que son infecciosos a nivel individual y a nivel de
poblacion, han sido reportados bajo control en los hatos lecheros a través del uso
de practicas de manejo que utilizan la desinfeccion de las tetas después de la
ordenfa, terapia de la vaca seca, desecho, mantenimiento del equipo de ordefio, y
terapia antibiética de las infecciones intramamarias (Rossitto, et al., 2002; Bedolla
y Castafieda, 2003; Guizar y Bedolla, 2008; Sixtos, 2011).
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Ambientales

Los patogenos ambientales a diferencia de los contagiosos son transmitidos entre
las ordefas por el ambiente que sirve como la fuente primaria de estos
organismos. Los patdégenos principales en este grupo son los bacilos entéricos
Gram-negativos (Escherichia coli, Klebsiella spp.), Streptococcus dysgalactiae,
Streptococcus uberis, y Enterococcus spp. (Rossitto, et al., 2002; Bedolla y
Castaneda; 2003; Guizar y Bedolla, 2008).

La mastitis ocasionada por patdgenos ambientales es el principal problema que
afecta a muchos hatos lecheros bien manejados, que aplican un programa de
control de los patdégenos contagiosos de la mastitis (Calvinho, et al., 1998;
Phuektes, et al., 2001; Sixtos, 2011).

A pesar de que la mastitis por organismos contagiosos (especialmente
Streptococcus agalactiae) ha disminuido por mejoramiento en el manejo, las
pérdidas econdmicas debido a la enfermedad pueden continuar porque los
organismos causales no pueden ser erradicados del medio ambiente de las vacas
lecheras (Nash, et al., 2002).

ESTAFILOCOCOS

Los estafilococos, son cocos Gram-positivos (de 0.5 a 1.5 um de diametro)
que se presentan sueltos, en parejas, en pequefas cadenas (de 3 a 4 células) y
mas caracteristicamente en grupos irregulares en forma de racimos (su
denominacion procede del griego staphylé, racimo de uvas). Son anaerobios
facultativos catalasa positivos, generalmente oxidasa negativos, no esporulados,
inmoviles y generalmente no forman capsula o tienen una limitada formacién
capsular (Vadillo, et al., 2002; Guizar y Bedolla, 2008; Sixtos, 2011).

Clasificacion de los estafilococos

Los estafilococos, segun produzcan o no la enzima coagulasa, se clasifican
en dos grupos: Estafilococos Coagulasa Negativos (ECN) y Estafilococos

Coagulasa Positivos (ECP). Existe una buena correlacién entre la produccion de
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coagulasa y la capacidad patégena de los estafilococos, de tal manera que, en
general, se considera que los ECP son patégenos y que los ECN no lo son
(Vadillo, et al., 2002; Guizar y Bedolla, 2008).

En el grupo de los Estafilococos Coagulasa Negativos se incluyen el
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus chromogenes, y otros como
Staphylococcus sciuris y Staphylococu slentus.

En el grupo de Estafilococos Coagulasa Positivos se incluyen al
Staphylococcus intermedius, Staphylococus hyicus, Staphylococus aureus. Estas

especies producen procesos patoldgicos en los animales (Sixtos, 2011).
Estafilococos Coagulasa Negativos (ECN)

Los ECN son cocos Gram (+) que habitan tanto en el exterior como en el
interior de las ubres infectadas. Muchas veces se les denomina oportunistas de la
flora de la piel, porque pueden ser aislados de: la piel del pezon, el canal del

pezon, la vagina, el pelaje y las fosas nasales (Navarro, 2011).

Los ECN incluyen un numeroso grupo de especies que se caracterizan,
como su nombre indica, por no producir coagulasa. Las especies que se
presentan en los animales domésticos, no producen ADN termoestable en que
algunos pueden mostrar actividad hemolitica, ésta suele aparecer lentamente y
ser deébil (Vadillo, et al., 2002).

Aunque se consideran tradicionalmente como no patdgenos, desde hace
anos se sabe que determinadas estirpes pueden comportarse como oportunistas
patdgenos tanto en los animales domésticos como en el hombre. En los animales
domésticos estos patdogenos se han asociado basicamente a infecciones
intramamarias, que por lo general tienen caracter subclinico, pero también pueden

dar lugar de vez en cuando a mastitis clinicas (Sixtos, 2011).

Los ECN se consideran como patégenos secundarios 0 menores en la
mastitis bovina porque generalmente producen infecciones subclinicas con un

incremento moderado de recuento de células somaticas (RCS, el indicador de
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infeccion mamaria mas aceptado). S. chromogenes, S. simulansy S. epidermidis,
son las especies mas comunes en las infecciones intramamarias bovinas (Vadillo,
et al., 2002).

Asi como S. epidermitis, S. saprophyticus, S. simulans y S. warneri
pertenecen a la flora bacteriana normal de la piel del pezén, mientras otras como
Staphylococcus xylosus y Staphylococus sciuri parecen provenir del ambiente. S.
chromogenes puede colonizar la piel del pezén y también otros lugares del cuerpo

del animal como el pelaje, la vagina y el canal de pezén (Navarro, 2011).

Estafilococos Coagulasa Positivos (ECP)

Staphylococcus aureus (S. aureus)

El Staphylococcus aureus (S. aureus) es la principal causa de infeccion
intramamaria en los rumiantes, por lo que se le considera el agente causal mas

importante y frecuente de la mastitis bovina (Sixtos, 2011).

Aunque varios patdégenos bacterianos pueden causar la mastitis, el S.
aureus es el primer agente etioldgico en la mayor parte del mundo (Tollersrud et
al., 2000), ha surgido como el mas prevaleciente, y una vez establecido en la
glandula mamaria es muy dificil de erradicar (Sordelli et al., 2000) y causa las
pérdidas econémicas mas considerables en la industria de la leche (Lammers, et
al., 2000).

En muchos paises el S. aureus es un patégeno de la ubre, muy importante
que causa la mastitis (Bjorland et al., 2001). En 1998 Smith, informo de un brote
de mastitis causada por S. aureus, en el estado de Washington, en un hato
lechero (Middleton et al., 2002); el S. aureus y las bacterias estreptococales son
los agentes etiolégicos mas comunes involucrados en los casos clinicos y
subclinicos de mastitis en los hatos lecheros de Nueva Zelanda (Guizar y Bedolla,
2008; Sixtos, 2011).
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El S. aureus es el patdégeno principal responsable de una amplia gama de
infecciones agudas y crénicas. El primer paso en las infecciones por S. aureus es
la adherencia a las diferentes superficies y colonizacion de tejidos del organismo
infectado. Para este propdsito el S. aureus presenta una familia de adherencias
llamada MSCRMMs (componentes de la superficie microbiana que reconocen las

moléculas adhesivas de la matriz) (Guizar y Bedolla, 2008).

Estas interacciones permiten al S. aureus adherirse a una variedad de
lineas celulares y promover la invasion y muerte por apoptosis de células
epiteliales infectadas. Otro paso en la colonizacion del S. aureus es la formacion
de una biopelicula. La formacion de esta biopelicula es una inquietud importante
en las infecciones porque protege a los microorganismos de los leucocitos y

antibidticos, llevando a la infeccion cronica y septicemia (Guizar y Bedolla, 2008).

Fendmenos similares ocurren con otras bacterias patdogenas, como
Staphylococcus epidermidis, Streptococcus pneumoniae, Klebsiella pneumoniae,
Neisseria meningitisdis, Escherichia coli y Haemophylus influenzae (Cucarella, et
al., 2002; Guizar y Bedolla, 2008).

El S. aureus se reconoce mundialmente como una causa frecuente de
infecciones intramamarias subclinicas en las vacas lecheras (Riollet et al., 2000).
El reservorio principal del S. aureus parece ser el cuarto infectado y la transmision
entre las vacas, normalmente, ocurre durante la ordena (Akineden et al., 2001), la
interaccién del S. aureus con las células de la glandula mamaria bovina es
considerada esencial en el rol que desempefa en la patogénesis de la mastitis
(Lammers, et al., 1999; Guizar y Bedolla, 2008).

Recientemente se ha demostrado que el S. aureus induce la apoptosis en
las células epiteliales de la glandula mamaria bovina, indicando que este proceso
pudiera estar involucrado en la persistencia o patogénesis de este patdgeno
(Wesson, et al., 1998).
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En recientes experimentos que evaluan la invasion y supervivencia
intracelular del S. aureus en las células del tejido endotelial, epitelial y osteoblasto;
se ha indicado que la supervivencia intracelular pudiera contribuir a la persistencia
del patogeno, induciendo endocarditis, mastitis bovina y osteomielitis (Gresham, et
al., 2000).

El S. aureus es actualmente uno de los patdégenos mas dificiles de controlar
porque puede extenderse rapidamente entre el hato y puede responder
pobremente a una terapia antibidtica convencional (Soltys y Quinn, 1999); la
naturaleza cronica de la mastitis bovina por S. aureus, indica que algunos
productos o componentes de este patdégeno pueden interferir en el desarrollo de la

inmunidad protectora (Sixtos, 2011).

Este patdgeno puede causar muchas enfermedades en los humanos vy
animales, es el agente causal de muchas infecciones oportunas en los humanos y
los animales. Las infecciones debidas al S. aureus es de la mayor importancia en
la medicina veterinaria y humana. En el humano el S. aureus es un patégeno
responsable de la septicemia, endocarditis y el sindrome del shock tdxico;

ocasionando la mastitis en las vacas y ovejas (Fitzgerald, et al., 2001).

El S. aureus exporta una gran variedad de enzimas, algunas de las cuales
tienen factores de virulencia conocidos, algunas de estas enzimas son capaces de
incrementar las caracteristicas invasoras del microorganismo y lo protegen de los

mecanismos corporales de defensa (Guizar y Bedolla, 2008).

El S. aureus sigue siendo un patdégeno persistente alrededor del mundo que
causa serias infecciones. Las enfermedades que se han asociado con el S. aureus
son diversas, yendo de las infecciones en heridas menores a las enfermedades

mas serias, incluso la endocarditis, osteomielitis y el shock séptico (Sixtos, 2011).
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Aislamiento e identificacion de estafilococos

Los estafilococos crecen en los medios de cultivo ordinarios, como el agar
nutritivo, si bien para la siembra de muestras clinicas (exudados, pus de abscesos,
leche mamitica, raspados de piel, orina, etc.) se utiliza habitualmente el agar
sangre (preferentemente de oveja), medio en que puede apreciarse la capacidad

hemolitica producido por las bacterias (Gallegos y Moncada, 2011).

Existen varios medios selectivos para los estafilococos, como el agar sal
manitol y el medio de Baird-Parker, que se utiliza principalmente para analisis de
alimentos. Las colonias aparecen normalmente a las 24 horas de incubacion

pueden alcanzar los 4 mm de diametro (Gallegos y Moncada, 2011).

Estas colonias son redondas, lisas y brillantes y en agar sangre opacas, lo
que las diferencia de las colonias de los estreptococos beta-hemoliticos, que son
mas pequefias y translucidas. Las colonias pueden ser o no pigmentadas
mostrando en este caso distintas tonalidades, desde el crema palido al amarillo
vivo (Sixtos, 2011).

El criterio generalmente utilizado para la identificaciéon de las especies
patdgenas es la capacidad de coagular el plasma. Esta capacidad se determina
bien con una prueba de tubo, o bien con una prueba de porta (Gallegos y
Moncada, 2011).

La prueba en tubo, permite detectar la coagulasa libre y se realiza
afadiendo a 0.5 ml de plasma de conejo citratado o con EDTA un par de gotas
bien en un cultivo liquido de 18 horas, o bien de una suspension densa preparada

a partir de un cultivo de agar (Guizar y Bedolla, 2008).

La lectura de la prueba se hace a las 4 y a las 24 horas. La prueba de la
coagulasa en parte permite detectar el factor y se realiza preparando una
suspension muy densa de bacterias en una gota de agua depositada en un
portaobjetos y sobre la suspension se afiade con un asa de platino una gota de

plasma de conejo y se mezcla rotando el asa (Gallegos y Moncada, 2011).
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Coliformes

Bacterias Gram negativas en forma bacilar que fermentan la lactosa a
temperatura de 35 a 37 °C, produciendo acido y gas en 24 horas, aerobias o
anaerobias facultativas, son oxidasa negativa, no forman esporas y presentan
actividad enzimatico de la B-galactosidasa (Carrillo y Lozano, 2008). Entre ellos se
encuentran los diferentes Escherichiacoli, citrobacter, enterobacter y klebsiella
(Carrillo y Lozano, 2008).

Escherichia coli (E. coli)

La mastitis medioambiental es causada por bacterias coliformes. La
mayoria de las bacterias coliformes son clasificadas como Escherichia coli (E.
coli). La mastitis ocasionada por la E. coli es normalmente esporadica y las
sefales clinicas varian desde muy severa, incluso formas fatales, a mastitis
apacible, donde las vacas tienen solo sefiales locales en la ubre (Kaipainen, et al.,
2002; Guizar y Bedolla, 2008).

La mastitis es un problema importante en la industria lechera y la mastitis
producida por E. coli es sobre todo la principal enfermedad en las vacas (Sixtos,
2011).

La razéon para la importancia de la mastitis por Escherichia coli es su
creciente incidencia y los sintomas severos. Este aumento puede ser debido al
uso rutinario de la terapia de la vaca seca, la cual es eficaz contra el organismo
contagioso Gram positivo, pero no contra el patégeno medioambiental como E.
coli. La infeccion de la ubre por este patégeno probablemente es resultado de

contaminacion fecal (Correa y Marin, 2002: Guizar y Bedolla, 2008).

De la gran variedad de patdégenos microbianos que pueden causar la
mastitis bovina, la E. coli y la Klebsiella pneumoniae son los patdgenos

medioambientales mas frecuentemente aislados de las infecciones intramamarias
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y son los principales causantes de la mastitis clinica (Barkema, et al., 1998; Lin, et
al., 1999; Sixtos, 2011).

La E. coli ha sido clasificada como un agente patégeno medioambiental que
induce la mastitis clinica, que es caracterizada por una intensa concentracion de
neutroéfilos, que lleva a la eliminacién de las bacterias (Riollet, et al., 2000; Bradley
y Green, 2001).

La tasa de mastitis clinica ocasionada por este coliforme varia entre los
paises. En Finlandia menos de 20%, pero en Israel mas del 60% de casos de

mastitis son causados por coliformes (Kaipainen, et al., 2002).

Diversos factores de virulencia detectados a partir de bacterias E. coli
patogénicas ocasionan infecciones del tracto urinario, diarrea, septicemia y
meningitis en animales y humanos. La mastitis bovina es semejante a la infeccion
del tracto urinario en que la infeccidn es ascendente, causada por bacterias del

ambiente (Kaipainen, et al., 2002).

Citrobacter intermedius

El género Citrobacter es un grupo de bacilos Gram-negativos aerobios que
se encuentran frecuentemente en el agua, suelo, comida y el tracto intestinal de

animales y humanos como flora sapréfita (Navarro, 2011).

Enterobacter aerogenes

Es una bacteria Gram-negativa, anaerobias facultativas, de la familia de
enterobacterias, muchas son patégenas y son causa de infecciones oportunistas
en huéspedes comprometidos generalmente hospitalizados, causa infeccion del

tracto urinario y de tracto respiratorio (Carrillo y Lozano, 2008).

Hernandez y Pefiuelas Pagina - 15 -



) U.M.S.N.H. F.M.V.Z. 4%

Se encuentra en el tracto digestivo humano, aunque también libremente en
el suelo y agua; sus colonias son grandes y mucosas, algunas cepas llegan a
formar capsula, como fuente de carbono pueden utilizar glucosa y lactosa, no

forman sulfato de hidrogeno (Carrillo y Lozano, 2008).

Enterobacterias

Son una familia de bacterias Gram-negativas que contiene mas de 30
geéneros y mas de 100 especies que pueden tener morfologia de bacilos o cocos.
Los miembros de esta familia forman parte de la microbiota del intestino (Ilamados
coliformes) y de otros 6rganos del ser humano y de otras especies animales
(Chacon, 2009).

Algunas especies pueden vivir en tierra, en plantas o en animales
acuaticos. Sucumben con relativa facilidad a desinfectantes comunes, incluido el
cloro. Con frecuencia se encuentran especies de Enterobacteriaceae en la bio-
industria: para la fermentacion de quesos y productos lacteos, alcoholes,
tratamientos médicos, produccion de toxinas en el uso de cosméticos, fabricacion

de agentes antivirales de la industria farmacéutica (Ledn, et al., 2009).

Proteus Vulgaris (P. vulgaris)

Es unabacteria Gram-negativa, facultativamente anaerdbico en forma
de bacilo que habita en el tracto intestinal del hombre y varios animales. Puede
también ser aislado de la tierra, agua y materia fecal. Se agrupa con
las enterobacteriaceaey es un patdégeno oportunista en  humanos,

causando infecciones urinarias, de heridas y en abscesos hepaticos.

El P. wvulgaris tiene, por lo general, sensibilidad a la ciprofloxacina,
ceftazidima, sulbactam, piperacil y unasyn, entre otros antibiéticos. Es facil asilar
al P. vulgaris en individuos que habitan hogares de cuidados de larga duracion,

hospitales y en pacientes con enfermedades crénicas o un estado inmune
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comprometido. P. vulgaris es un microorganismo que fermenta glucosa, sucrosa y

amigdalina, pero no fermenta la lactosa ni el manitol.

Alcaligenes fecalis (A.fecalis)

Es una bacteria Gram negativa perteneciente al género Alcaligenes.
Presenta forma bacilar y motilidad flagelar. Como caracteristicas bioquimicas mas
notables, no es nitrato-reductora, es oxidasa-positiva, catalasa-positiva y citrato-

positiva (aerobio estricto) (Chacon, 2009).

A. fecalis es un microorganismo que se encuentra facilmente en el entorno.
Su nombre se debe a que su descubrimiento se realizé en heces, pero mas tarde
se ha documentado su presencia en muchos otros entornos. El crecimiento 6ptimo
de esta bacteria se situa sobre los 37 °C. Se le considera un microorganismo
patdogeno, aunque también se le puede encontrar como parasito oportunista. En
este ultimo caso, se suele encontrar a la bacteria infectando el tracto urinario
(Chacén, 2009).

La bacteria degrada urea, generando ion amonio que aumenta el pH del
entorno. A pesar de que A. fecalis es considerado un organismo alcalino-tolerante,
mantiene un pH neutro en su citosol para impedir el dafio o la desnaturalizacion de
sus especies y macromoléculas cargadas. A. fecalis ha sido utilizado para la
produccion de aminoacidos no estandar. A. fecalis es encontrado comunmente en

tierra, agua, y entornos en asociacion con humanos (Chacoén, 2009).

Moraxella sp

Diplococos Gram-negativos, inmaoviles no producen esporas, aerobicos, no
tienen exigencias nutricionales. No producen oxidacion de azucares, son
asacaroliticos. La especie mas importante de este grupo es la M. catarrlis (Ledn,
et al., 2009).

Hernandez y Pefiuelas Pagina - 17 -



{7} U.M.S.N.H. F.M.V.Z.* 57

La moraxella sp esta formada por un lipido A, unido a una estructura interna
formada por oligosacaridos. Se han distinguido tres serotipos de los cuales el A
es el mas predominante. Moraxella es un género de bacterias Gran negativas con
forma de bacilo corto, cocobacilo o, como en el caso de Moraxella catarrales,
cocos asociados en parejas (diplococos), o incluso en pequefias cadenas(Leon, et
al., 2009).

La mayoria de estos microorganismos son inmoviles, no espatulados, con
caracteristicas oxidasa-positiva y catalasa-positiva. Unos son hemoliticos y
algunas especies son capsuladas, aerobios aunque algunos puede ser anaerobios
facultativos y no son muy habiles para fermentar los carbohidratos (Leon, et al.,
2009)

Su habitat es el ambiente en general, pero son mas abundantes en la
region nasofaringea de algunos animales, como los bovinos. Estos
microorganismos no son muy exigentes, pero muestran una mejoria en su
crecimiento en agar sangre y mas si les agregamos suero, ademas, vemos una

hemolisis en el agar (Ledn, et al., 2009).
Enterobacter cloacae

Es una bacteria que pertenece al género Enterobacter, de la familia de las
Enterobacteriaceae. Es un bacilo Gram negativo Oxidasa negativo y Catalasa
positivo presente. Se han descrito casos de infecciones del tracto urinario, de
herida quirdrgica e incluso bacteriemia. No obstante, lo mas frecuente son

infecciones nosocomiales en pacientes inmunocomprometidos (Chacén, 2009).

El tratamiento de eleccion en las infecciones por E. cloacae consiste en la
asociacion de un carbapenem (ertapenem, imipenem, meropenem) y un
aminoglucosido (gentamicina). Se recomienda hacer siempre un antibiograma,
dado que se conoce la aparicion de multiples resistencias por expresion de

cefalosporinasas (Chacon, 2009).
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Moraxella bovis

Son cocos y bacilos Gram negativos, aerobios, y corresponden a la Familia
Neisseriaceae. Presentan un factor hemolitico importante siendo las mas
virulentas, las mas hemoliticas La mayoria de los autores sostienen que este
agente es el unico en la etiologia, aunque pudieran estar implicados
secundariamente virus Clamydias, Rikettsias y Mycoplasmas. De hecho el Virus
IBR produce conjuntivitis, pero no queratitis. Moraxella bovis presenta a la
bacterioscopia una morfologia tipica, en parejas o cadenas cortas y presenta
factor de patogeneicidad, factor hemolitico, productor de una dermonecrotoxina,

mas patente en cepas mas hemoliticas (Chacon, 2009).

Serratia sp

Es un género que pertenece a la familia Enterobacteriaceae y como tal, es
un bacilo Gram negativo, anaerdbico facultativo, oxidasa negativo, que crece
abundantemente sobre agar sangre, agar chocolate y agar McConkey,
produciendo colonias que pueden ser pigmentadas, especialmente Serratia
marcescens y Serratia rubias, las cuales producen un pigmento rojo muy

caracteristico llamado prodigiosina (Chacon, 2009).

Aislamiento e identificacion de Coliformes

Los medios mas frecuentemente utilizados para el aislamiento de coliformes
son el Agar MacConkey con lactosa y el medio de eosina con azul de metileno
(EMB o LEVINE); en el segundo las colonias presentan un caracteristico verde
con brillo metélico que lo distingue como fermentador rapido de la lactosa,
caracteristica que comparte con dos géneros mas de enterobacterias:
Enterobacter y Klebsiella (Vadillo, et al., 2002).
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PRUEBAS BIOQUIMICAS PARA LA IDENTIFICACION DE LAS GRAM-
POSITIVAS.

Tincién de Gram

La tincion de Gram o coloracion de Gram es un tipo de tincién diferencial
empleado en microbiologia para la visualizacion de bacterias, sobre todo en
muestras clinicas. Debe su nombre al bacteridlogo Danés Christian Gram, que
desarroll6 la técnica en 1884. Se utiliza tanto para poder referirse a la morfologia
celular bacteriana como para poder realizar una primera aproximacion a la
diferenciacién bacteriana, considerandose Bacteria Gram positiva a las bacterias
que se visualizan de color moradas y Bacteria Gram negativa a las que se

visualizan de color rosa o rojo (Aulton, 2004).

Procedimiento:

Recoger muestras.

Hacer el extendido en espiral.

Dejar secar a temperatura ambiente.

Fijar la muestra con metanol durante un minuto o al calor (flameado 3 veces
aprox.)

Agregar azul violeta (cristal violeta o violeta de genciana) y esperar 1 min. Todas
las células Gram positivas y Gram negativas se tifien de color azul-purpura.
Enjuagar con agua.

Agregar lugol y esperar entre 1 minuto.

Enjuagar con agua.

Agregar acetona y/o alcohol y esperar 4 segundos (parte critica de la coloracion)
Enjuagar con agua.

Tincién de contraste agregando safranina o fucsina basica y esperar 1-2 min Este
tinte dejara de color rosado-rojizo las bacterias Gram negativas.

Enjuagar con agua.

Para observar al microscopio Optico es conveniente hacerlo a 100x con aceite de

inmersion (Aulton, 2004).
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El cristal violeta (colorante cationico) penetra en todas las células
bacterianas (tanto Gram positivas como Gram negativas) a través de la pared
bacteriana. El lugol es un compuesto formado por (yodo) en equilibrio con Ki
(yoduro de potasio), el cual esta presente para solubilizar el yodo, y actua de
mordiente, haciendo que el cristal violeta se fije con mayor intensidad a la pared

de la célula bacteriana (Madigan, et al 2004).

El I, entra en las células y forma un complejo insoluble en solucion acuosa
con el cristal violeta. La mezcla de alcohol-acetona que se agrega, sirve para
realizar la decoloracion, ya que en la misma es soluble el complejo Iy/cristal
violeta. Los organismos Gram positivos no se decoloran, mientras que los Gram

negativos si lo hacen (Madigan, et al 2004).

Para poner de manifiesto las células Gram negativas se utiliza una
coloracién de contraste. Habitualmente es un colorante de color rojo, como la
safranina o la fucsina. Después de la coloracion de contraste las células Gram
negativas son rojas, mientras que las Gram positivas permanecen azules (Bergey,
et al 2005).

La safranina puede o no utilizarse, no es crucial para la técnica. Sirve para
hacer una tincion de contraste que pone de manifiesto las bacterias Gram
negativas. Al término del protocolo, las Gram positivas se veran azul-violaceas y
las Gram negativas, se veran rosas (si no se hizo la tincion de contraste) o rojas

(si se uso, por ejemplo, safranina) (sogaard, et al 2007).

Un microorganismo Gram positivo debe presentar una pared celular sana.
El mismo microorganismo, si sufre dano de la pared por una u otra causa, se
vuelve Gram negativo. Esto indica la importancia de la pared para la retencion o el
escape del colorante. Una posible teoria del mecanismo de tincion es la siguiente:

Hernandez y Pefiuelas Pagina - 21 -



) U.M.S.N.H. F.M.V.Z. 4%

El colorante basico entra al microorganismo, donde forma con el yodo una
laca insoluble en agua. El alcohol o la acetona empleados para aclarar,
deshidratan las paredes de los microorganismos Gram positivos, tratados con

mordiente, y forma una barrera que la laca no puede atravesar (Aulton, 2004).

En las células Gram negativas, los lipidos de la pared (mas abundantes que
en las células Gram positivas) se disuelven por este tratamiento, lo que permite el
escape del complejo de cristal violeta con yodo. Algunos autores objetan esta

teoria, pero es indudable la importancia general de la pared celular (Aulton, 2004).

La pared celular de los microorganismos Gram positivos y Gram-negativos
es permeable al violeta cristal. Sin embargo, la de los primeros no lo es al
complejo de yodo y colorante formado en el interior de la célula. Los resultados
experimentales obtenidos con una difusidon celular exenta de proteinas, y la
escasa solubilidad del complejo de yodo y violeta cristal en alcohol y acetona,
parecen sustentar la opinibn de que la reaccion Gram positiva consiste
esencialmente en la formacién, dentro de la célula, de una cantidad apreciable de
complejo de yodo y colorante dificil de eliminar con el disolvente (Madigan, et al
2004).

Procedimiento de la coloracion Gram

Fijar un frotis.

Con la ayuda de un mechero, flamear un asa bacteriologica y esperar que enfrie
un poco.

Tomar el asa (previamente flameada) y con ésta tomar un poco de muestra.

Una vez obtenida una pequefia cantidad de la muestra (con el asa), hacer que
ésta tenga contacto con una lamina portaobjetos, la cual servira para depositar la

muestra contenida en el asa (sogaard, et al 2007).
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Con el asa (conteniendo la muestra) sobre la lamina portaobjetos, proceder
a realizar la extension de la muestra en el portaobjetos mediante movimientos
giratorios (dar vueltas con el asa) sobre la lamina, de tal forma que al terminar la
extension, tengamos como producto una espiral en la parte media de la lamina
(sogaard, et al 2007).

Esperar que seque al aire libre o ayudarse con la llama de un mechero para
fijar la muestra, teniendo en cuenta que el calor no debe ser directo (s6lo se pasa
por la llama), puesto que el calor excesivo puede cambiar la morfologia celular de
las bacterias a observar. El calor deseable es aquél en el que el portaobjetos sea
apenas demasiado caliente para ser colocado sobre el dorso de la mano (sogaard,
et al 2007).

Tincién: Con violeta cristal, violeta de genciana, azul de metileno o en todo
caso tinta china utilizando una cantidad suficiente de dicho colorante sobre la
muestra, como para lograr cubrirla por completo. Se deja actuar al colorante por 1
minuto. Esta tincion de 1 minuto esta dada para trabajar a una temperatura
ambiente de 25 °C (sogaard, et al 2007).

Enjuague: Al transcurrir el minuto, se debe enjuagar la lamina conteniendo
la muestra con agua corriente. Para realizar el lavado, se debe tener en cuenta
que el chorro de agua no debe caer directamente sobre la muestra, ésta debe caer
sobre la parte superior de la lamina que no contiene muestra. El chorro debe ser
un chorro delgado, aproximadamente de medio a un milimetro de espesor.
También el enjuague se debe realizar poniendo la lamina portaobjetos en posicion
inclinada hacia abajo. La solucién de cristal violeta, se recomienda sea al 1%
(sogaard, et al 2007).

Mordiente: Una vez enjuagado el portaobjetos, se aplica como mordiente

yodo o lugol durante 3 minuto mas. El mordiente es cualquier sustancia que forme
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compuestos insolubles con colorantes y determine su fijacion a las bacterias
(sogaard, et al 2007).

Decoloracién: Pasado el minuto de haber actuado el mordiente, el frotis se
decolora con etanol al 75 %, etanol al 95 %, acetona o alcohol-acetona, hasta que
ya no escurra mas liquido azul. Para esto se utiliza el gotero del frasco del
decolorante. Se van afadiendo cantidades suficientes del decolorante, hasta
lograr que éste salga totalmente transparente, es decir, hasta que ya no escurra

mas liquido azul (sogaard, et al 2007).

Lavado y secado: Lavar con agua para quitar los residuos de decolorante y
esperar que seque la lamina al aire libre o con la ayuda de la llama de un mechero

de la forma anteriormente descrita (sogaard, et al 2007).

Tincién de contraste : Una vez que la lamina ya seco, procedemos a tefir
nuevamente, pero esta vez se va a utilizar un colorante de contraste como por

ejemplo la safranina, dejar actuar durante 1 minuto (sogaard, et al 2007).

Nuevo enjuague: Pasado el minuto correspondiente, se procede a enjuagar
la lamina con agua, se escurre el agua sobrante y se seca en la forma
anteriormente descrita. De esta manera, ya tendremos listo el frotis para su

respectiva observacion microscopica (sogaard, et al 2007).

A partir de la tincion de Gram pueden distinguirse varios morfo tipos
distintos: Los cocos son de forma esférica. Pueden aparecer aislados después de
la division celular (Micrococos), aparecer por pares (Diplococos), formar cadenas
(Estreptococos), o agruparse de manera irregular (Estafilococos) (Bergey, et al
2005).

Los bacilos poseen forma alargada. En general suelen agruparse en forma
de cadena (Estreptobacilos) o en empalizada. También pueden distinguirse los
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espirales, que se clasifican en espirilos si son de forma rigida o espiroquetas si
son blandas y onduladas. Si por el contrario, poseen forma de "coma", o curvados,

entonces se los designa vibrios (Bergey, et al 2005).

Prueba de Gelatina

Se usa para valorar la licuefaccion o licuacion de la gelatina por accién de
las gelatinasas bacterianas producidas por algunas Enterobacterias. La reaccion
positiva hace que el medio permanezca liquido después de la incubacion aun
después de dejarse en refrigeracion durante media hora. La reacciéon negativa

permite nuevamente la solidificacion (Madigan, et al 2004).

Prueba del Manitol

Sirve para detectar si los gérmenes son capaces de fermentar el manitol
liberando productos acidos que seran detectados gracias al indicador rojo de fenol
que cambiara a color amarillo. Para esta prueba el medio manitol movilidad incluye
7,5 g/l de D-Manita. Bacterias manitol (-) son, dentro de las entero bacterias,
Proteus mirabilis, Proteus vulgaris y Shigella dysenteriae. Entre las bacterias de
importancia clinica, la prueba del manitol sirve para diferenciar Staphylococcus

aureus (+) de Staphylococcus epidermidis (-) (Bergey, et al 2005).

Prueba de Coagulasa

La coagulasa es una proteina producida por varios microorganismos que
permite la conversion del fibrindgeno en fibrina. En el laboratorio, se usa para
distingir entre diferentes tipos de Staphylococcus. Un resultado de coagulasa
positivo indica que la muestra contiene S. aureus. Esta proteina también es

producida por Yersiniapestis (Bergey, et al 2005).

La coagulasa reacciona con la protrombina en la sangre. El complejo
resultante se llama staphylothrombina, y permite que la enzima proteasa convierta

el fibrinégeno en fibrina. Esto hace que se coagule la sangre. La coagulasa esta
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estrechamente relacionada con la superficie de la bacteria S. aureus y puede
revestir su superficie con fibrina al entrar en contacto con la sangre. Se cree que
esta cubierta de fibrina del Staphylococcus es capaz de resistir la fagocitosis

haciendo esta bacteria tenga un factor de virulencia mayor (Bergey, et al 2005).

Prueba de portaobjetos: Prueba del portaobjetos se hace conjuntamente
con un control negativo para descartar auto aglutinacion. Se ponen 2 gotas de
solucion salina en el portaobjetos microscopico rotulado con un numero de
muestra, Test (T) y control (C). Las 2 gotas son emulsionadas con la prueba de
organismo mediante el uso de un cable de lazo, cable recto, o un palo de madera.
Se pone una gota de plasma (plasma de conejo con anticoagulante (EDTA) en la
gota de solucion salina inoculada correspondiente a la prueba y se mezcla bien
con un una varilla de madera. Agitar el portaobjeto con cuidado unos 10 segundos
(Bergey, et al 2005).

Si es positivo: Se podra observar aglutinacidn macroscopica en el plasma
en los 10 segundos mientras que no se observara aglutinamiento en la gota de
solucion salina.

Si es negativo: No se observara aglutinamiento (Bergey, et al 2005).

Prueba de Catalasa

Se utiliza para comprobar la presencia del enzima catalasa que se
encuentra en la mayoria de las bacterias aerobias y anaerobias facultativas que
contienen citocromo. La principal excepcion es Estreptococos (Maldigan, et al
2004).

Método del portaobjetos: Con el asa de siembra recoger el centro de una

colonia pura de 18-24 horas y colocar sobre un portaobjetos limpio de vidrio.

Agregar con gotero o pipeta Pasteur una gota de H,O, al 30% sobre el

microorganismo sin mezclarlo con el cultivo.
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Observar la formacion inmediata de burbujas (resultado positivo).
Desechar el portaobjetos en un recipiente con desinfectante.

Si se invierte el orden del método (extender la colonia sobre el agua

oxigenada) pueden producirse falsos positivos (Bergen, et al 2005).

PRUEBAS BIOQUIMICAS PARA LA IDENTIFICACION DE LAS GRAM-
NEGATIVAS.

Medios de cultivo: Agar TSI (triple azucar hierro), agar LIA (lisina, hierro,
agar) agar urea, agar citrato de simmons, caldo MR (rojo metilo), caldo VP
(vogesproskauer), caldo fenilalanina-malonato, medio SIM (sulfuro, indol,

movilidad), medio de glucosa (oxidacion, fermentacion) (Murcia, 2009).

Otros: reactivo de oxidasa (dimetil para fenilnediamina o tetrametil para
fenilinediamina), aceite mineral, rojo de metilo, reactivo de Erlich, koh 40%, alfa
naftol5%, cloruro férrico 10% (Murcia, 2009).

Agar TSI (triple azucar hierro): siembre el agar TSI haciendo una puncion

central hasta el fondo del tubo y estria en superficie (Murcia, 2009).

Principio: en TSI se determina la capacidad de un microorganismo para
atacar los hidratos de carbono glucosa, lactosa y/o sacarosa, con produccion 0 no
de gases (co2 y h2), junto con la produccion o no de acido sulfhidrico (h2s)
(Murcia, 2009).

Lectura: se efectua después de 18 a 24 horas de incubacién a 37°C. Se lee
un quebrado, la reaccion ocurrida en la superficie del medio corresponde al
numerador (parte aerobia) y la reaccidon ocurrida en la profundidad del medio
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corresponde al denominador (parte anaerobia) La acidez se denomina con la letra

A (color amarillo) y la alcalinidad con la letra K (color rojo) (Murcia, 2009).

Fundamento: en este medio se leen las siguientes reacciones bioquimicas:

* Fermentacion de la glucosa (k/a).

* Fermentacion de glucosa, lactosa y/o sacarosa (a/a)

* No fermentacién de los carbohidratos (k/k), la bacteria no utiliza los
hidratos de carbono, produciendo aminas que alcalinizan el fondo y la superficie
del medio. Algunas bacterias no fermentadoras solamente atacan la peptona
aerobicamente dando un tsi: k/n, es decir no hay cambio en el fondo del tubo
(Murcia, 2009).

* Produccion de gas: ruptura del medio.

* Produccion de h2s: ennegrecimiento del medio

Agar TSI tiene tres azucares: glucosa (1 g/l), lactosa (10 g/l) y sacarosa (10
g/l).Como indicador de ph tiene rojo de fenol el cual vira al color amarillo en
presencia de acidez y al color rojo en presencia de alcalinidad. Tiene como fuente
de azufre el tiosulfato de sodio, necesario para que las bacterias puedan producir
h2s y como indicador de h2s, sulfato ferroso el cual reacciona con el h2s
produciendo un precitado negro e insoluble de sulfato ferroso. Para que se
produzca h2s, se requiere de un medio acido por lo que dicha produccion
generalmente esta limitada al fondo del medio, razén por la cual un fondo negro
debe leerse como A (acido), aunque el color amarillo usual esté tapado por el color
negro (Murcia, 2009).

Agar LIA (Lisina, Hierro, Agar): Sembrar con asa recta, por doble picadura

hasta el fondo del tubo y en superficie (Murcia, 2009).

Hernandez y Pefiuelas Pagina - 28 -



Principio: en agar LIA se determina la capacidad de un microorganismo
para atacar el aminoacido lisina descarboxilandolo o desaminandolo, la
fermentacién de glucosa, la produccion o no de gases (co2), junto con la

produccion o no de acido sulfhidrico (H2S) (Murcia, 2009).

Lectura: Se efectua después de 18 a 24 horas de incubacion (48 horas si es
necesario) a 37°C. Se lee un quebrado, la reaccién ocurrida en la superficie del
medio corresponde al numerador (parte aerobia) y la reaccion ocurrida en la
profundidad del medio corresponde al denominador (parte anaerobia). La acidez
se denomina con la letra A (color amarillo) y la alcalinidad con la letra K (color

purpura) (Murcia, 2009).

Fundamento: en este medio se leen las siguientes reacciones bioquimicas:
a- Fermentacién de la glucosa (k/a), la bacteria no ataca el aminoacido solo
fermenta la glucosa (Murcia, 2009).
b- Descarboxilacion de la lisina: (k/k)
c- Diseminacion de la lisina: r/a) rojo/ amarillo
d- Produccion de gas: ruptura del medio
e- Produccion de h2s: ennegrecimiento del medio

El indicador del ph del medio es purpura de bromocresol, el cual en acidez
vira al color amarillo y en alcalinidad al color purpura. Por contener pequefia
cantidad de Glucosa (1 g/ |) al ser fermentada al fondo del tubo es amarillo y la

superficie alcalina. Muchas bacterias poseen descarboxilasas que atacan el

aminoacido lisina, con liberaciéon de aminas de reaccion alcalina y con produccion
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de co2. Para que actuen las descarboxilasas se requiere PH acido que se obtiene

por la fermentacion de la glucosa que tiene el medio (Murcia, 2009).

La diseminacién de la lisina es un proceso oxidativo que se manifiesta por
la aparicion de color rojo en el tendido, siendo el fondo del tubo amarillo por
fermentacién de la glucosa que posee el medio. Tiene como fuente de azufre el
tiosulfato de sodio, necesario para las bacterias puedan producir h2s y como
indicador h2s, citrato férrico de amonio el cual reacciona con el H2S produciendo
un precipitado negro e insoluble de sulfato ferroso. Para que se produzca H2S se
requiere de un medio acido por lo que dicha produccion generalmente esta
limitada al fondo del medio, razén por la cual un fondo negro debe leerse como A

(acido), aunque el color amarillo usual esté tapado por color negro (Murcia, 2009).

Agar citrato de simmons: sembrar con asa recta, solamente en superficie
(Murcia, 2009).

Principio: en agar citrato de simnons se determina la capacidad de un
microorganismo de emplear el citrato como unica fuente de carbono en ausencia

de fermentacion de azucares o de produccion de acido lactico (Murcia, 2009).

Lectura: se efectua después de 18 a 24 horas de incubacion (48 horas si es
necesario) a 37°C (Murcia, 2009).

Fundamento: Normalmente el metabolismo del citrato comprende una
condensacion de acetilo con la coenzima A y oxalacetato para entrar en el ciclo de
Krebs. El medio utilizado contiene también sales de amonio inorganicas. Un
organismo capaz de utilizar el citrato como unica fuente de cabono también es
capaz de utilizar las sales de amonio como unica fuente de nitrégeno. Las sales de
amonio se desdoblan en amoniaco (NH_) con la consiguiente alcalinidad del
medio. El indicador de ph es el azul de bromotimol el cual en presencia de

alcalinidad vira al color azul indicando que la prueba es positiva. Cuando no hay
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cambio de color ni crecimiento se dice que la prueba es negativa. Si no hay

cambio de color, pero si hay crecimiento la prueba es dudosa (Murcia, 2009).

Agar urea: Sembrar con asa recta, solamente en superficie (Murcia, 2009).

Principio: en agar urea se determina la capacidad de un microorganismo de
producir ureasa y desdoblar la urea, formando 2 moléculas de amoniaco (Murcia,
2009).

Lectura. Se efectua después de 18 a 24 horas de incubacion a 37°C (Murcia,
2009).

Fundamento: El sustrato urea es una diamina del acido carbonico,
denominada carbamida. Todas las amidas (rco- nh2) son rapidamente
hidrolizadas. La hidrdlisis de la urea es catalizada por una enzima especifica que
es la ureasa es una enzima microbiana importante, relacionada con la

descomposicién de los compuestos organicos (Murcia, 2009).

Las enzimas bacterianas se clasifican en adaptativas o constitutivas. Una
enzima adaptativa o inducida es aquella que es producida por una bacteria
solamente cuando se encuentra presente su sustrato especifico. La ureasa es una
enzima constitutiva ya que la sintetizan ciertas bacterias sin tener en cuenta si hay
o no el sustrato urea. El indicador de ph es rojo de fenol, el cual en alcalinidad vira
a un color violeta indicando una prueba positiva. Si el color es amarillo indica una

prueba negativa (Murcia, 2009).

Medio SIM (Sulfuro, Indol, Movilidad): sembrar con asa recta, por

picadura central hasta la mitad del tubo (Murcia, 2009).

Principio: en agar sim se determina la capacidad e un microorganismo de

moverse (presencia e flagelos), de producir indol y h2s (Murcia, 2009).
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Lectura: Se efectua de 18 a 24 horas de incubacién a 37°C. Agregar 10

gotas de reactivo de erlich (Murcia, 2009).

Fundamento: el indol es uno de los productos del metabolismo del
aminoadicotriptofano. Las bacterias que poseen la enzima triptofanasa son
capaces de hidrolizar y desaminar el triptofano con produccion de indol, acido
piravico y amoniaco. El indol se puede detectar en un medio adecuado
observando el desarrollo de un color rojo después de agregar el reactivo de Erlich
o de Kovacs indicando una prueba positiva, debido a que el indol reacciona con el
grupo aldehido del p- dimetilaminobenzaldehido. Si el color es amarillo indica una
prueba negativa. El sim es un medio semisdlido sin hidratos de carbono que
inhiban la produccion de h2s vy tiene tiosulfato de sodio fuente de azufre y hierro
peptonado como indicador de h_s, lo que lo hace mas sensible en la deteccion de

H2S por produccion de un precipitado negro de sulfuro ferroso (Murcia, 2009).

La movilidad bacteriana es otra caracteristica importante en la identificacion
final de especie, se realiza en medios semisdlidos como el sim, debiéndose leer
antes que la prueba de indol porque al agregar el reactivo de Erlich ésta se puede
enmascarar. La prueba de motilidad se interpreta realizando un cuidadoso examen
macroscopico del medio para observar una zona de desarrollo difuso que parte de

la linea de inoculaciéon (Murcia, 2009).

Caldo MR (Rojo de Metilo).
Caldo VP (Vogesproskauer).

sembrar en cada caldo con asa recta (Murcia, 2009).

Principio: En el caldo mr- vp se determina por qué via metabdlica fermenta

la glucosa la bacteria (Murcia, 2009).
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Lectura: Se efectua después de 18 a 24 horas de incubacién a 37°c.
Agregar 10 gotas de rojo de metilo al tubo mr, la aparicion inmediata de un color
rojo indica que la prueba es positiva para mr, la aparicidon de un color amarillo
indica que la prueba es negativa. al tubo vp agregar 10 gotas de koh al 40% y 5
gotas de alfa naftol al 5%, mezclar fuerte después de la adicion de cada reactivo,
esperar 15 minutos y leer, la aparicion de un color rojo indica una prueba de vp
positiva, la aparicion de un color amarillo o café indica una prueba de vp negativa
(Murcia, 2009).

Fundamento: La bacteria puede fermentar la glucosa por la via acida
mixtacon produccion de metabdlitos como acido lactico, formico y succinico, los
cuales van a hacer descender el ph inicial del medio de 6.9 a 4.2, lo cual se
visualiza al agregar el indicador de ph rojo de metilo, el cual a pH acido vira a un

color rojo (Murcia, 2009).

La bacteria puede fermentar la glucosa por la via butilen glicolicacon
produccion de productos neutros como el acetil metil carbinol (acetoina), el 2,3
butilen glicol y el diacetil. El producto final mas frecuente es el 2,3 BUTILEN
GLICOL, que es facilmente oxidado a acetil metil CARBINOL y luego a di-acetil. El
vp realmente es una busqueda de di- acetil. El vp realmente es una busqueda de
di-acetil, ya que las condiciones de la prueba convierten facilmente los otros dos
componentes en diacetil. Las 3 sustancias son neutras con el resultado de que ph
del medio no baja sensiblemente y por lo tanto la bacteria es mr negativa y vp
positiva (Murcia, 2009).

La bioquimica de la fermentacion de la glucosa hace muy poco probable
encontrarcultivos mr y vp positivos. Lo si es mas probable es encontrar las 2

pruebas negativas en el caso de bacterias no fermentadoras (Murcia, 2009).

Caldo fenilalanina- malonato: Sembrar con asa recta (Murcia, 2009).
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Principio: En el caldo fenilalainina — malonato se determina la capacidad
que tiene una bacteria de desaminar la fenilalanina y de utilizar el malonato como

unica fuente de carbono (Murcia, 2009).

Lectura: Se efectua después de 18 a 24 horas de incubacién a 37°C.
Primero se lee la prueba de malonato si cambia al color azul indica que la prueba
es positiva, si continua de color verde la prueba es negativa. Para leer la prueba
de la fenilalanina agregar 10 gotas de cloruroférricoal10%, mezclar fuerte. La
aparicion de un color verde oscuro indica que la prueba es fenilalanina positiva. Si

el color es amarillo castafio la prueba es negativa (Murcia, 2009).

Fundamento: la bacteria puede utilizar el malonato de sodio como unica
fuente de carbono con la consiguiente alcalinidad del medio. El indicador de ph es
azul de bromotimol que en alcalinidad vira al color azul. Algunas bacterias tienen
la capacidad de desaminar la fenilalanina produciendo acido fenilpiruvico por su
actividad enzimatica, con la consiguiente acidez resultante. Este acido se visualiza

al agregar el cloruro férrico (Murcia, 2009).

Medio de glucosa (oxidaciéon fermentacioén de hugh y leifson):

Sembrar por duplicado con asa recta por picadura cenral. A uno de los dos

tubos agregar 1 ml de aceite mineral estéril (Murcia, 2009).

Principio: determinar si una bacteria presenta metabolismo fermentativo u

oxidativo de un hidrato de carbono (Murcia, 2009).

Lectura: Se efectua después de 18 a 24 horas de incubacion a 37°C
(Murcia, 2009).
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Fundamento: Algunas bacterias pueden metabolizar un hidrato de carbono
(produccion de acido) solo en condiciones aerdbicas, mientras que otras producen

acido aerobica y anaerébicamente (Murcia, 2009).

La fermentaciéon es un proceso anaerdbico que requiere la fosforilacion
inicial de la glucosa previa a su degradacién, mientras que la oxidacién en
ausencia de compuestos inorganicos como nitrato y sulfatos es un proceso
estrictamente aerobio, que comprende la oxidacion directa de una molécula de
glucosa no fosforilada (inicialmente). La fermentacién produce una acidez mas

elevada que la producida por la oxidaciéon (Murcia, 2009).

El medio contiene una elevada concentracion de hidrato de carbono, con
una baja concentracion de peptona, para obviar la posibilidad de que un
organismo aerdébico utilice la peptona, produciendo asi una condicion alcalina que
neutraliza la mas ligera acidez producida por una bacteria oxidativa. La baja
concentracion de agar permite observar la movilidad del microorganismo, ademas
de la capacidad oxidativa o fermentativa, ya que permite la difusiéon por todo el
tubo de la acidez (Murcia, 2009).

El indicador de PH es el azul de bromotimol el cual en acidez vira al color
amarillo y en alcalinidad al color azul. Cuando la bacteria es fermentadora los 2
tubos el tapado (tubo con aceite mineral) y el destapado van a presentar color
amarillo). Cuando la bacteria es oxidadora el tubo tapado permanece de color
verde y la superficie del medio destapado vira al color amarillo. Si la bacteria es no
sacarolitica (ni oxida ni fermenta) los dos tubos son de color verde, aunque el tubo
destapado en una superficie puede presentar un color azul por degradacién de

peptonas produciéndose aminas (Murcia, 2009).

Glucosa, lactosa y sacarosa: sembrar cada tubo de hidrato de carbono
con asa recta (Murcia, 2009).
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Principio: Determinar si una bacteria fermenta o no éstos hidratos de

carbono. Con o sin produccion de gas (Murcia, 2009).

Lectura: se efectua después de 18 a 24 horas de incubacién a 37°C. Se
debe observar cuidadosamente la campana de fermentacibn o campana de
durham, para precisar si hay o no produccion de gas por desplazamiento de

liquido de la campana (Murcia, 2009).

Fundamento: algunas bacterias pueden metabolizar (fermentar) diversos
hidratos de carbono con produccion de acido, anaerobicamente. El indicador de ph
es el rojo de fenol que en acidez vira al color amarillo y en alcalinidad al color rojo
(Murcia, 2009).

Prueba de oxidasa: coloque sobre las colonias 5 gotas de reactivo de
oxidasa (Murcia, 2009).

Principio: determinar la presencia de las enzimas oxidadas (Murcia, 2009).

Lectura: se efectua después de 10 a 15 segundos después de agregado el
reactivo (Murcia, 2009).

Fundamento: la prueba de la oxidasa esta basada en la produccion
bacteriana de una enzima oxidasa. Esta reaccién de la oxidasa se debe a la
presencia de un sistema citocromo oxidasa que activa la oxidacion del citocromo
reducido por el oxigeno molecular, el que a su vez actua como aceptor de
electrones en la etapa terminal del sistema de transferencia de electrones. Todas
las bacterias aerdbicas obtienen su energia por la respiracién, proceso

responsable de la oxidacién de algunos sustratos (Murcia, 2009).

El oxigeno molecular oxida un sustrato con la intervenciéon del sistema de

transporte de electrones. El oxigeno es el aceptor de hidrégeno final, produciendo
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a partir del H_ agua o peréxido de hidrogeno, segun la especie bacteriana y su
sistema enzimatico. El sistema citocromo solo se encuentra por lo general en los
aerobios, lo que los hace capaces de utilizar el 02 como un aceptor de H2 final
para reducir el O2 molecular en H202, el ultimo enlace de la cadena de la

respiracion aerobica (Murcia, 2009).

Los diversos colorantes para la prueba de oxidasa son aceptores de
electrones artificiales. La aparicion de un color violeta a negro indica la positividad
de la prueba. Compare sus resultados con los de sus compafieros, observe las

diferentes lecturas en cada uno de los medios de identificacion (Murcia, 2009).

PRUEBA DE CALIFORNIA

La prueba de California para Mastitis ha sido empleada durante décadas y
sigue siendo la prueba mas utilizada a nivel de campo para el diagnostico de
mastitis en el ganado bovino lechero. Es una prueba sencilla que es util para
detectar la mastitis subclinica por valorar groseramente el recuento de células de
la leche. No proporciona un resultado numérico, sino mas bien una indicacion de si
el recuento es elevado o bajo, por Lo que todo resultado por encima de una

reaccion vestigial se considera sospechoso (Pimentel, 2011).

La prueba consiste en el agregado de un detergente a la leche, el alquil-aril
sulfato de sodio, causando la liberacion del ADN de los leucocitos presentes en la
leche y este se convierte en combinacion con agentes proteicos de la leche en una
gelatina. A mayor presencia de células se libera una mayor concentraciéon de ADN,
por lo tanto mayor sera la formacion de la gelatina, traduciéndose en nuestra
lectura e interpretacion del resultado como el grado mas elevado de inflamacion
(Saran y Chaffer, 2000).

Es decir, permite determinar la respuesta inflamatoria con base en la
viscosidad del gél que se forma al mezclar el reactivo (purpura de bromocresol)
con la misma cantidad de leche en una paleta con cuatro pozos independientes,
permitiendo evaluar cada cuarto independientemente (Saran y Chaffer, 2000).
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PREVALENCIA

Se refiere a la cantidad de enfermedad presente en una poblaciéon conocida
durante un periodo de tiempo determinado, sin distinguir los casos nuevos de los
antiguos (Silva, 2007).

Asi se puede describir una prevalencia anual, mensual o de toda la vida. La
prevalencia generalmente se expresa como prevalencia puntual, la cual es la
cantidad de enfermedad que existe en una poblacion en un momento determinado
del tiempo. A pesar de que la prevalencia puede ser definida simplemente como el
numero de animales afectados, generalmente se expresa en términos del numero
de animales enfermos en relacion con el numero de animales existentes en la

poblacion en riesgo de desarrollar la enfermedad (Pimentel, 2011).

Todos los casos de una enfermedad
especifica en un
momento y area dados.

Tasa de prevalencia = X 1000

Poblacién en ese mismo momento y
area.

NOTA: en la presente investigacion para el uso de la formula se utilizd, como
unidad de estudio los cuartos de las vacas afectadas con mastitis bovina.

(Silva, 2007)
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HIGIENE Y MANEJO DE LA ORDENA

Para poder lograr y asegurar una salud estable de las glandulas mamarias
del hato, deben ser optimizados en general muchos factores al mismo tiempo. Una
importancia principal la tiene el proceso de ordefio y todo lo que esta relacionado
con este. Pero también las mejoras sencillas en la técnica de ordefio, en el
proceso de ordefio y la higiene, no seran efectivas cuando la alimentacién, el
manejo del hato y las instalaciones no se mejoren al mismo tiempo (Pimentel,
2011).

El propdsito del ordefio es una extraccion completa, cuidadosa y rapida de
la leche. Una parte importante en el ordefio es el manejo de las vacas antes,
durante y después del ordeno. Las vacas deben ser conducidas tranquilamente
hacia la sala de ordefo. El lugar de espera debe tener un espacio suficientemente
grande. No debe haber obstaculos que dificulten la salida de las vacas y de
acuerdo con el tamafio del animal deben salir hacia los corrales. En la sala de
ordefio deben evitarse cualquier tipo de situaciones estresantes (vacunaciones,

inyecciones, tratamientos, toma de sangre etc.) (Pimentel, 2011).

HIGIENE DEL ORDENO.

Una higiene del ordefio 6ptima evita infecciones nuevas en los animales
con una ubre sana. Mediante una Optima higiene en el ordefio se evita la
diseminacion y el aumento de agentes patégenos de la mastitis en el hato y
claramente se pueden disminuir. Se pueden tomar medidas higiénicas a nivel del
pezon y la base de este. Las medidas higiénicas deben ser tomadas de acuerdo
con; la situacion actual del estado general de salud de la ubre de las vacas, con el
numero de infecciones que se presenten y con las necesidades que tenga el hato
en ese momento. Enseguida se hace una resefia de las medidas practicas de
higiene (Baez, 2002).
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Seguir un orden en el ordefio.

En un establo fijo: para evitar la diseminacion de los agentes patégenos de
la mastitis, las vacas deben seguir un orden fijo de ordefio, este debe ser
terminado por la salud de la ubre. Las vacas sanas se ordefan invariablemente al
inicio, después las vacas sospechosas de enfermedad, enseguida las vacas con
problemas de mastitis. Las vacas sospechosas son aquellas que poseen un
numero muy elevado de células somaticas, las vacas infectadas son aquellas a las
cuales se les ha diagnosticado como positivas en el laboratorio microbioldgico.

Obviamente los animales en tratamiento seran ordenados al final (Baez, 2002).

Formacion de grupos en un establo libre; aqui debe haber la posibilidad de
separar, las vacas sanas es decir no sospechosas, de aquellas que estén
contagiadas con agentes patégenos que causan la inflamacién de la glandula
mamaria y de las vacas sospechosas de estar infectadas. El primer grupo en ser
ordefiado en el establo es el de las vacas sanas, no sospechosas, enseguida las

vacas sospechosas y después las vacas infectadas (Baez, 2002).

Preordeiio y vaso de preordeiio.

Se debe hacerse un preordefio con un vaso especial, el cual debe tener
cubierta negra u obscura, o una coladera obscura dentro del vaso. Un buen
preordefio en el vaso oscuro nos ayudara a evitar la diseminacion de leche con
agentes patdgenos. Ademas en la Union Europea existe una ley, que ordena el
comprobar el estado de la leche antes del ordefio. Una leche visiblemente alterada

no debe ser puesta a la venta o al consumo (Baez, 2002).
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Limpieza de la ubre / desinfeccion de los pezones antes del ordefo.

En la limpieza de la ubre se deben observar dos principios:
Para cada vaca se utilizara una toalla de papel limpia. Las puntas de los pezones
deben de ser lavados cuidadosamente. Frecuentemente pareciera a primera vista
que los pezones estan limpios. Pero a la observacion cuidadosa se nota que hay
acumulacién de suciedad en las puntas de los pezones con heces fecales secas.
Esto ocasiona en el ordefio mecanico un aerosol que puede penetrar en la ubre,
entonces los pezones que no han sido correctamente lavados aumentan

drasticamente el riesgo de una mastitis (Pimentel, 2011).

El método de lavado de la ubre debe de hacerse de acuerdo con el grado
de suciedad de la ubre. En las ubres con muy poca suciedad es suficiente la
limpieza con una toalla seca de papel desechable. También es posible el uso de
toallas lavables de textiies como de algodon. Tras cada uso deben ser

nuevamente lavadas (agua hirviendo) (Baez, 2002).

En caso de la ubre muy sucia, se ha generalizado el uso de toallas
humedas (reutilizables, toallas lavables, que pueden ser utilizadas humedas).
Idealmente pueden ser lavadas (en agua hirviendo) antes del ordeno y utilizadas
humedas. Si esto no fuera posible, las toallas no deben ser guardadas si estan
humedas, ya que de un ordefio a otro puede haber crecimiento en un medio
humedo de bacterias y levaduras. En este caso las toallas después de ser lavadas
se secaran y antes de ser nuevamente utilizadas deben de ser humedecidas
(Pimentel, 2011).

Hernandez y Pefiuelas Pagina - 41 -



) U.M.S.N.H. F.M.V.Z. 4%

Otra posibilidad en la limpieza de la ubre es la desinfeccién con un lavado
humedo de la ubre. Para ello son utilizadas toallas de papel desechables, las
cuales son introducidas en una solucion Cl-Desinficina al 0.5% (agente activo
Cloramina). Esta desinfeccién con lavado humedo de la ubre ha demostrado que
reduce notablemente la presentacion de mastitis causadas mediante las bacterias

del medio ambiente (Pimentel, 2011).

Lo que no es recomendable usar es la ducha de la ubre. En un caso normal
escurre un agua sucia en direccion de los pezones. El lavado de la ubre es
aceptable unicamente en caso de que la ubre este extremadamente sucia.
Cuando se utiliza este procedimiento, toda la ubre debe ser inmediatamente

secada de forma cuidadosa (Pimentel, 2011).

Tampoco se recomienda, segun nuestra experiencia, utilizar soluciones de
desinfectantes, las cuales utilizan toallas de textil reutilizables, que son lavadas y
almacenadas. En una prueba al azar, fueron analizadas bacteriolégicamente 20 de
las toallas de limpieza antes mencionadas. En 19 casos se comprobo la existencia

de una contaminacion bacteriana muy elevada (Pimentel, 2011).

Es necesario lavarse las manos antes de la limpieza de las ubres (Baez, 2002).

Cuidado y desinfeccién del pezén después del ordeno.

Las soluciones desinfectantes de los pezones deben matar a bacterias
patdgenas causantes de mastitis y deben actuar en la piel de los pezones y en las

puntas de estos. Ademas de un agente desinfectante debe de contener un
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componente para el cuidado del pezdn (frecuentemente glicerina o lanolina). Con
una desinfeccion cuidadosa de los pezones, se puede reducir la presentacion de
nuevas infecciones intramamarias en un 50-70%. Para una desinfecciéon efectiva
se ha preferido el uso de compuestos yodados (yodopolivinilpirrolidona, yodo-
nonoxinol) y soluciones cloradas (Clorhexidingluconato, Tosilcloramida, Hipoclorito
de sodio) (Pimentel, 2011).

En numerosas ocasiones se ha discutido si es mejor el uso del aerosol o del
dipp. Ambos métodos son utilizados en la practica. Con el uso del dipp o sellador
se observa un mejor recubrimiento de todo el pezén que con el aerosol, por lo que
si se quiere lograr una mayor proteccion se recomienda el uso del dipp o sellador.
El vaso que contiene el sellador, se debe de llenar solo con la cantidad del Dipp o
sellador a utilizar en dos ordefos. El resto de la solucion debe ser desechado.
Antes de volver a llenar nuevamente el vaso, este debe ser bien lavado. Cuando
se utiliza el Dipp este debe de cubrir minimo 2 terceras partes del pezdn
(Pimentel, 2011).

Independientemente del método utilizado, se debe de hacer una
desinfeccion de los pezones inmediatamente después del ordefio y a todas las
vacas deben de aplicarse un sellador. Un buen efecto, es decir, el evitar nuevas
infecciones, puede ser logrado, cuando se realiza una desinfeccién metddica y por

largo tiempo de los pezones (Pimentel, 2011).
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OBJETIVOS

Determinar la prevalencia de mastitis bovina en la comunidad de Téjaro,

Michoacan a través de la prueba de California.

Identificar los agentes etioldgicos causantes de la mastitis bovina en la comunidad
de Téjaro Michoacan.
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Material y métodos

El presente trabajo se realizdé de marzo a agosto del 2011 en la comunidad
de Téjaro, Municipio de Tarimbaro Michoacan, la cual se encuentra ubicada en las
coordenadas 19°54’ de latitud norte y 101°17° de longitud oeste, a una altura
msnm de 1900 metros (INEGI, 2002).

Material biolégico

Se muestrearon 16 hatos lecheros de la raza Holstein-Friesian, explotados
bajo un sistema de produccion a pequefa escala, los cuales representan el 12%
de la poblacion total del municipio (Asociaciéon Ganadera, 2010). Para determinar
la prevalencia de mastitis bovina, para lo cual se utilizé la prueba de California
para mastitis (CMT). Se obtuvieron un total de 484 muestras, las cuales fueron

recolectadas de 122 vacas en produccion.

Método

Para la recoleccién de muestras, de leche de acuerdo con (Sixtos, 2011) se
procedid a la limpieza y desinfeccion de los pezones con toallas de papel
desechable impregnadas con alcohol a 70° en seguida, se desecharon los
primeros chorros y se procedio a realizar la prueba de California (CMT), para lo
cual se utilizé una paleta de plastico, depositando en ella una muestra de leche de
cada pezoén, la cual se mezclé con un reactivo de nombre comercial diagmastin
(aquil-arilsulfonato de bromocresol), haciendo movimientos rotativos, la leche de
los pezones infectados forman un gel, la consistencia del gel se evaluo en forma
visual. Estas reacciones se relacionan en general con el numero de células
somaticas de la leche, una reaccion positiva indica mastitis. Los resultados se

leyeron como negativos, trazas, 1°+, 2°+, 3%+, y mastitis clinica.
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Se continud con la toma de muestras de leche utilizando para ello tubos de
plastico esterilizados llenandolos hasta dos tercios, en los cuales previamente se
anoto los datos de la vaca y el pezdn. La toma de muestra se hizo con una presion
del pezon. Posteriormente, los tubos se colocaron en una gradilla dentro de una
hielera cerrada herméticamente para transportarlas al laboratorio de bacteriologia
de la USAD de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad
Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, para su procesamiento inmediato o

refrigeracion.

Procesamiento de las muestras en el laboratorio

El procesamiento de las muestras de leche de los pezones fue realizado al
dia siguiente del muestreo. Es decir, después de un enfriamiento a 4°C en el
laboratorio de bacteriologia de la USAD de la FMVZ-UMSNH. Las muestras fueron
sembradas en agar sangre con azida (Bioxon), y agar 110 estafilococos (Bioxon).
Las placas de agar fueron incubadas a 37°C y examinadas después de 24 y 48
hrs. Los aislamientos de estafilococos fueron resembrados en agar con sangre de
borrego e identificados a través de la morfologia, la tincién de Gram, la prueba de
catalasa, la prueba de coagulasa de plasma de conejo, asi como la prueba de

manitol y gelatina.

Asimismo, todos los aislamientos de Staphylococcus aureus fueron
identificados por los patrones de hemodlisis después de 24 hrs. de incubacién a
37°C. La hemodlisis fue registrada como alfa hemdlisis, y beta hemolisis, doble

hemodlisis (alfa +beta), y negativa (no hemodlisis).

Las colonias que desarrollaron en agar McConkey y azul eosina de

metileno, se identificaron por su morfologia microscopica y pruebas bioquimicas.
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Resultados y discusion

Para la determinacion de la prevalencia de mastitis bovina se utilizé la
prueba de california para la mastitis (CMT). Se muestrearon en total 484 cuartos,

de los cuales 176 resultaron negativos a la prueba.

Del total de los cuartos afectados (308), los cuales estan divididos en anterior

derecho, 89; posterior derecho, 74; anterior izquierdo, 74; posterior izquierdo, 71.

Tabla 1. Porcentaje de cuartos infectados con mastitis bovina.

Grado de infeccion AD PD Al PI No. %
' Negativas 42 45 47 42 176 361 |

Trazas 37 34 35 26 132 27

1 29 20 18 19 86 17.6

2 13 18 15 21 67 13.7

3 10 2 5 5 22 4.5
Mastitis clinica 0 0 1 0 1 0.2
Cuartos afectados 89 74 74 71 308 63.1
Total 131 119 121 113 484 100

En base a los resultados obtenidos del estudio realizado en el periodo de
investigacion sobre la mastitis bovina en el municipio de Téjaro, Michoacan, se
determind una prevalencia de 63.6% , la cual resulta elevada en comparacion con
estudios realizados por (Guizar y Bedolla, 2008), ya que en estudios realizados en
Tarimbaro Michoacan se determind una prevalencia de 43.14%. Los cuales van
acorde con lo reportado por (Pimentel, 2011), quien reporta en estudios realizados

en Jalostotitlan, Jalisco, una prevalencia de 43.92%.

Sin embargo, el porcentaje encontrado en este estudio es bajo en
comparacion con lo reportado por Tena (1999), el cual encontré que la prevalencia
de ganado afectado durante el periodo de estudio fue de un 80.31%. El estudio
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mencionado fue realizado en 8 establos de 13 vacas en produccion de Téjaro,

Michoacan.

Cuadro 2. Agentes patogenos identificados en las muestras de leche de
vacas con mastitis bovina de la comunidad de Téjaro, Michoacan.

Agentes patégenos N° %

Staphylococcus aureus 41 234
Staphylococcus coagulasa 61 34.8
negativos

Citrobacter intermedius 14 8.0
Enterobacter aerogenes 4 2.2
Escherichia coli 3 1.7
Proteus vulgaris 1 0.6
Alcaligenes fecalis 16 9.1
Moraxella sp 10 5.8
Enterobacter cloacae 10 5.8
Moraxella bovis 6 3.4
Serratia sp 6 3.4
Flavobacterium sp 3 1.7
TOTAL 175 100

En el presente trabajo, todos los aislamientos de Staphylococcus aureus
fueron identificados por los patrones de hemodlisis después de 24 hrs. de
incubacion a 37°C. Asimismo, la hemdlisis fue registrada como «, B, doble (« + B),
y negativa (no hemdalisis), como lo sefialan Saran y Chaffer, (2000); Boerlin, et al.
(2003); Zschock, et al. (2004); Bedolla, et al. (2004).

En un estudio realizado por Bedolla, et al. (2007) en Cotzio, Michoacan, se
encontré también que los principales agentes patégenos causantes de mastitis en
los hatos lecheros fueron los Estafilococos coagulasa negativos, los cuales se
encontraron en un 39% de las muestras, seguidos por los streptococos spp
encontrados en un 36% de estas. Lo cual demostré6 que la mastitis causada
principalmente por la falta de higiene en los corrales y durante el proceso de la
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ordefia ya que estos patdégenos no son propios de la glandula mamaria sino que

son transmitidos por el ordefiador a la vaca por contacto directo.

Por otra parte, los resultados del examen bacteriolégico de las muestras de
leche de los cuartos de la glandula mamaria de las 78 vacas en ordefia obtenidas
por Galeana, et al (2008) realizado en Patzcuaro Michoacan identificaron 64
(18.44%) aislamiento de Staphylococus aureus el cual es considerado el principal
agente causante de mastitis bovina contagiosa, que ocasionan las pérdidas
econdmicas mas considerables a la industria lechera en el mundo, mientras que el
24.49% (85) correspondieron a es estafilococos coagulasa negativos, los cuales
representaron el grupo de bacterias aisladas mas frecuentemente. Un 6.91% (24)
correspondieron a estreptococos esculina positivos, 0.57% a Escherichia coli y el
resto 122 (35.46%) fueron identificados como otros patdégenos causantes de

mastitis.

Como se puede observar en estos dos estudios realizados en diferentes
municipios del estado de Michoacan, los estafilococos coagulasa negativos son
los patégenos mas frecuentemente identificados en el laboratorio, por lo que se
deben tomar las medidas adecuadas de higiene, limpieza y manejo de los hatos
lecheros por parte de los productores para de esta manera evitar excesivas

pérdidas econdmicas.
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Conclusion

Se concluye que la frecuencia de mastitis bovina en este municipio fue de
un 63.6%, lo que representa un problema serio para los productores participantes
en este estudio, ya que los niveles encontrados son moderadamente altos en
comparacion con otros estudios realizados por otros investigadores, por lo tanto,
las pérdidas econdmicas que ocasiona en la produccion lactea resulta ser

elevadas.

Por otra parte, se encontré que los agentes causantes de la mastitis bovina
en los hatos lecheros en estudio, es causada principalmente por estafilococos
coagulasa negativos, seguida por el S. aureus, agente principal causante de la
mastitis contagiosa, que es una de las enfermedades mas costosas y prevalentes
en el ganado lechero y dificil de erradicar, asi como enterobacterias y coliformes.
Por lo que se recomienda implementar un programa adecuado de control de la
mastitis que comprenda las medidas adecuadas en el uso de desinfectantes de la
ubre, higiene y desinfeccion de los pezones antes y después de la ordenfa,
desecho, mantenimiento y lavado adecuado de los utensilios y del equipo de
ordefio, asi como una terapia antibidtica intramamaria adecuada de las

infecciones.
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