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RESUMEN

El objetivo de este trabajo es diagnosticar la mastitis subclinica mediante tres métodos para el
control y tratamiento en vacas Holstein de la Estacion Experimental Tunshi — Facultad de
Ciencias Pecuarias, para lo cual se evalu6 mediante Milk Checker, Draminski y California
Mastitis Test (CMT) determinando el mejor método de diagnéstico; se realiz6 el cultivo
bacteriolégico de las muestras reactivas a mastitis realizindose un antibiograma para la
aplicacion del mejor tratamiento antibidtico. Para el desarrollo del trabajo experimental se
utilizaron 16 vacas en produccion las mismas que fueron diagnosticadas a través de los tres
métodos antes mencionados codificando cada cuarto de acuerdo a la posicion en la que se
encontraba, tomando los datos dos veces al dia los cuartos positivos se tomaron muestras para
posteriormente enviarlas a laboratorio. Para el analisis estadistico se utilizd una estadistica
descriptiva a través de frecuencias mediante tres métodos, Milk Checker, Draminskiy CMT ya
que no corresponde a un tipo de disefio experimental dandonos como resultado una incidencia
de mastitis subclinica de acuerdo a CMT de 87,5%, el método mas eficaz fue CMT con 92,19%
de datos correctos, se obtuvo un 100% de Bacterias Gram + siendo estas sospechosamente en su
mayoria Staphylococcus aureus con 51,4% vy el 48,6% corresponde a Bacilos siendo estas B
hemoliticas y no hemoliticas respectivamente, en el antibiograma realizado se tiene una
sensibilidad a Tetraciclina, Penicilina y una resistencia a Ciprofloxacina. Se recomienda realizar
un control de agua mediante un antibiograma para verificar la presencia o no de antibiéticos
producto de residuos de otras explotaciones, realizar un antibiograma por lo menos una vez al

afio para evitar crear resistencia antibiotica.

Palabras claves: <ZOOTECNIA>, < MILK CHECKER >, < CALIFORNIA MASTITIS
TEST >, < TETRACICLINA>, < CIPROFLOXACINA >, < PENICILINA >, < BACTERIA

(Staphylococcus aureus)>.
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ABSTRACT

The objective of this research work was to diagnose subclinical mastitis in Holstein cows from
the Tunshi Experimental Station — Animal Science Faculty using three methods for the control
and treatment. The evaluation was carried out using the Milk Checker, Draminski and
California Mastitis Test (CMT) and the best method was determined. The bacteriological
culture of the samples reactive to mastitis was carried out with an antibiogram in order to apply
the best antibiotic treatment. For the development of the experimental work, 16 cows in
production were used which were diagnosed using the three aforementioned methods. Each
quarter was coded according to the position in which it occurred and data were collected twice a
day. Samples from the quarters that tested positive were taken to later be send to the laboratory.
For the statistical analysis, descriptive statistics with frequencies using three methods was used
since it was not an experimental design. Results showed an incidence of subclinical mastitis
according to CMT of 87.5%. The most effective method was CMT with 92.19% correct data.
100% of Gram + Bacteria were obtained; most of them Staphylococcus aureus which accounted
for 51.4% and 48.6% correspond to Bacilli being these B hemolytic and non-hemolytic
respectively. The antibiogram reported sensitivity to Tetracycline, Penicillin and resistance to
Ciprofloxacin. It is recommended to carry out a water control using an antibiogram to verify the
presence of antibiotics resulting from residues from other farms and also to carry out an

antibiogram at least once a year to avoid cows to create antibiotic resistance.

Keywords: <MILK CHECKER>, <DRAMINSKI>, <CALIFORNIA MASTITIS TEST>,
<TETRACYCLINE>, <CIPROFLOXACIN>, <PENICILLIN> <STAPHYLOCOCCUS
AUREUS>.
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INTRODUCCION

Segln (Cervantes et al., 2017,p.2), hoy en dia el mercado exige mayor calidad de los alimentos ,
lo que significa que el sector pecuario, debe producir leche libre de trazas de medicamentos
y sin elevada cantidad de células somaticas de manera que no constituya un riesgo para la
salud humana por lo que la mastitis es una enfermedad muy estudiada ya que afecta tanto la
salud de los animales como la de los humanos, las pérdidas que provoca dicha enfermedad
es muy representativa en la economia de cualquier modelo de produccion bovina lechera ,es
por ello la salud del sistema mamario es fundamental para que la vaca lechera pueda

expresar su potencial genético lactacional.

Por otro lado como afirma (Mendozaet al., 2017, p. 2) la mayor parte de casos de mastitis se da
de forma subclinica por lo que los animales afectados no presentan ningun tipo de
sintomatologia, sin embargo, estas alteraciones se ven reflejados en bajos niveles de

produccion y la leche presenta malas condiciones sanitarias y organolépticas

(Reyes & Arguello, 2015, p.15)Afirman que, la mastitis subclinica no presenta cambios visibles
en la leche o ubre. Apenas se percibe una reduccion en el rendimiento de la leche, siendo
alterada su composicion por la presencia de componentes inflamatorios y bacterias, lo que
constituye un riesgo potencial tanto para la salud humana como la salud animal, de la
misma manera (Rivera, 2014 p. 9) manifiesta que, también se pueden producir cambios
quimicos, fisicos, fisiologicos y patol6gicos (tejidos) en conjunto, asi como, organolépticos
(gusto, olor, color y consistencia) de la leche

La presente investigacion consiste en realizar un diagndstico de mastitis subclinica
mediante tres métodos de diagnostico a nivel de campo la prueba de MILK CHECKER,
DRAMINSKI Y CALIFORNIA MASTITIS TEST (CMT) para su posterior control y
tratamiento, La identificacion de los factores de riesgo facilita el control de la enfermedad,
la utilizacién de un antibiograma se lo realiza para tener en cuenta sus resultados en un
tratamiento. Los objetivos que se plantearon para el siguiente trabajo de investigacién son

evaluar tres métodos para el control de mastitis Milk Checker, Draminski y California

Mastitis Test (CMT), de la misma manera determinar el mejor método de diagndstico para

1



la deteccion de mastitis subclinica, efectuar el cultivo bacteriolégico de las muestras
reactivas para mastitis y realizar un antibiograma para la aplicacion del mejor tratamiento

antibidtico.



CAPITULO I

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1 Buenas préacticas Ganaderas (BPG).

De acuerdo con (Jaramillo, 2016, p. 17) el manejo de la higiene en el hato lechero es un
componente muy importante que se debe tener en cuenta en todas las fases productivas del
animal y asi incrementar las tasas de produccion. Esta gestién consigue un equilibrio entre
los animales y el medio ambiente y reduce la presencia de enfermedades costosas para los
hatos lecheros, tanto en el tratamiento como en la mano de obra. Para lograrlo, los animales
deben estar adecuadamente higiénicos desde su nacimiento hasta la fase de produccion y

reproduccion.

(FEDEGAN, 2015, p. 17) Menciona que, Las Buenas Practicas Ganaderas (BPG) se refieren a
todas las medidas relacionadas con la conexion primaria de la cria de ganado destinado a
garantizar la seguridad de los alimentos, la carne y la leche, la proteccion del medio
ambiente y las personas que trabajan en la granja. La implementacion de Buenas Practicas
Ganaderas permite prepararse para una produccion ganadera competitiva abriendo grandes
posibilidades al mercado de la carne, leche y sus derivados, son una oportunidad irrepetible
y un desafio para los productores.

A continuacion, se enumeran los requisitos que se deben tener para la certificacion de

Buenas Practicas Ganaderas:

1.1.1. Instalaciones

Son las construcciones primordiales que debe tener el predio, como corral, embarcadero,
brete, &rea de ordefio, y demas relacionadas con la comodidad para realizar los trabajos de
rutina, la seguridad de los trabajadores, el bienestar de los animales, la facilidad de limpieza
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entre otras condiciones. Ademas, la produccion debe ubicarse acorde al Plan de
Ordenamiento Territorial (POT) y cumplir las normas ambientales. El sitio de ordefio se
sugiere que debe tener un &rea facil de limpiar y desinfectar, al igual que los equipos
utilizados en esta labor, asimismo de esta manera contribuir a disminuir el riesgo de
contaminacion y agentes colonizadores, optimizando la preservacion del producto, de igual
manera se propone un orden continuo tanto de los operarios como de los animales y la leche

producida para ofrecer un producto primario higiénico. (Uribe et al., 2011, p. 82)

Del mismo modo es de suma importancia contar con areas claramente identificadas
(nimero o nombre), tales como potreros, sala de ordefio, sala de espera, corral de manejo,
bodegas de alimentos, almacenamiento de medicamentos, potreros de cuarentena, entre

otros de esta manera aseguraremos un buen confort de los animales (Tafur & Nieto, 2011, p. 32)

1.1.2. Bioseguridad

La finca debe contar con registros de ingreso y salida de personas, vehiculos y animales,
con el propdsito de minimizar el riesgo de ingreso o diseminacion de enfermedades. De la
misma manera se debe definir un area de estacionamiento y otra de cargue y descargue,
alejada de las areas de produccion (Orozco, 2015, p. 11).

De acuerdo con (Méndez, 2015, p. 14) se debe formular y aplicar un plan de manejo sanitario y
medidas de bioseguridad, los cuales cuente con programas de prevencion, control y
erradicacion de enfermedades de control oficial y declaracion obligatoria de acuerdo con la
reglamentacion del ICA. Programas sanitarios disefiado por un medico veterinario o médico

veterinario zootecnista, teniendo en cuenta prevalencia de las enfermedades en la zona.

1.1.3. Sanidad

Se debe destinar un area para el almacenamiento de basuras hasta su disposicion final; no
enterrarlas ni incinerarlas en la finca, pues contaminan el medio ambiente y son nocivas
para animales y humanos. Separar las basuras y hacer un manejo apropiado de los desechos

peligrosos y envases de pesticidas y plaguicidas. Es necesario contar con un programa de
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manejo integrado de insectos y roedores con productos debidamente registrados ante el

ICA. El manejo de excretas ha de realizarse de acuerdo con la normativa existente. (Leiva,
2016, p. 21).

1.1.4. Bienestar Animal

Las instalaciones del predio deben estar construidas de manera tal que garanticen el
bienestar de los animales y los trabajadores. Se debe procurar que los animales no padezcan
hambre ni sed. En el manejo de los animales no usar instrumentos que puedan causar
lesiones y sufrimiento a los animales. En condiciones de confinamiento y estabulacion, los
animales deben contar con espacio suficiente para que manifiesten su comportamiento

natural. (Orozco, 2015, p. 11)

1.15. Registros

Cada uno de los animales debe contar con un registro individual donde se evidencien las

actividades realizadas, con el fin de hacer un seguimiento y facilitar la toma de decisiones.
(Jaramillo, 2016, p. 18)

1.1.6. Alimentacién animal

Todos los alimentos, suplementos alimenticios y sales mineralizadas empleados en la
alimentacion animal deben tener un registro ICA; igual que para los plaguicidas,
fertilizantes y demas insumos agricolas usados en la produccion de forrajes y cultivos para
la alimentacion de los animales. No se puede emplear suplementos alimenticios ni

alimentos que contengan harinas de carne, sangre y hueso o despojos de mamiferos (Uribe et
al., 2011,p 83)

1.1.7. Personal

Como menciona (Gonzélez de la Cruz, 2012, p. 45) el personal que labora en la zona para ordefio,

constituye uno de los elementos mas importantes en el modelo de produccién, sin embargo,
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es poca la atencion que la administracion de los establos pone en la seleccion y supervision
de este personal, el ordefiador es un importante vector para la diseminacion de

microorganismos causantes de mastitis

1.2. Las Buenas Practicas de Ordefio (BPO)

Segun (Juérez, B. & Moscoso, J., 2011, p. 7) La actividad de Buenas Practicas de Ordefio (BPO)
en hatos lecheros de ganado bovino, involucra la planificacion y realizacion de ocupaciones,
que favorecen al cumplimiento de los requisitos primordiales para evitar la contaminacion
de la leche (quimica, fisica y/o microbiolégica) o reducirla a un nivel aceptable de tal
manera que sea apta para el consumo humano, satisfaciendo las perspectivas de la

produccion lechera.

Las buenas practicas de ordefio se consideran un principio basico en las granjas lecheras
abarcan diferentes aspectos como: bienestar animal, nutricion animal, higiene vy
conservacion de la leche. Estos se consideran muy importantes cuando se trata de leche. Las
buenas précticas de ordefio tienen como objetivo realizar la actividad con consideracion. El
bienestar animal se basa en las 5 libertades que son: libre de sed y hambre, libre de
malestar, libre de dolor y enfermedad. (FAO, 2012, p. 5)

e El acto de ordefio debe ser rapido.

Ya que el mecanismo hormonal que lo regula es muy corto, y la liberacion de oxitocica

dura unos 5 minutos.

e Obtener la mayor cantidad de leche con la mejor calidad.

Es decir que no el 100% de la leche debe ser extraida, siempre queda un porcentaje minimo
de leche que es la leche residual. Es normal que asi suceda, esta leche no causa ningun tipo

de trastorno, ni mastitis como se piensa habitualmente. (FAO, 2012, p. 5)



1.2.1. Antes del ordenfo.

Antes de iniciar el ordefio, asegUrese de realizar las siguientes practicas que incluyen la
preparacion del ganado, de la persona que va a ordefiar y de los utensilios que se van a

utilizar durante el ordefio. (FAO, 2011, p. 20)

Antes de iniciar el ordefio se debe revisar el adecuado funcionamiento de los equipos
mecanicos e implementar practicas que garanticen la prevencion sanitaria y faciliten la
higiene de la ubre.

En lo referente al equipo y materiales, es importante la limpieza posterior al ordefio anterior.
Los implementos deben estar bien escurrido para evitar contaminacion con agua, detergente
o0 desinfectante. Sobre el ordefiador, se requiere limpieza y ropa adecuada para el trabajo; es

decir: overol, mandil, botas y guantes. (Gonzales, 2015, p. 17),

1.2.2. Ordendel ordefo

Las vacas a ordefiar deben ser separadas en un solo lote para ser llevadas a la zona de
ordefio despacio y con la mayor tranquilidad, evitando los golpes. Debe planificarse el
orden del ordefio: primero se ordefiaran las vacas primerizas, luego vacas viejas y, por
dltimo, las vacas con problemas. Asi, se evitard el contagio de enfermedades como la
mastitis dentro del hato. Esto se facilitard implementado la Prueba de California mastitis test

por lo menos una vez a la semana.

1.3. Manejo de los animales

Debe usarse “manea”, es decir, una soga para atar los miembros posteriores de la vaca, para
evitar que el movimiento de estos ocasione dificultades durante el ordefio o la proliferacion
de suciedad y elementos extrafios en el recipiente con la leche. Asimismo, las vacas deben
ordefiarse siempre a la misma hora y en el mismo lugar, en el cual debe haber agua y
alimento disponible. También se debe evitar la presencia de perros, gatos, etc.
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1.3.1. Utensilios limpios

Se deben usar recipientes adecuados y limpios (baldes, porongos, manteles, sogas, etc.).
(Barrientos, 2017, p. 28)

1.3.2. Estimulacion de la vaca

Durante la estimulacion de la vaca se dan los siguientes procedimientos:
* Traslado de las vacas al lugar del ordefio.

* El contacto de la piel de la ubre con la mano del ordefiador al momento de la limpieza de

los pezones.
» Presencia cercana del ternero.

* El sonido de la maquina de ordefio o de los utensilios de ordefio.

1.4. Ordenado de lavaca

(Barrientos, 2017, p. 26) Menciona que, el ordefio debe realizarse en forma suave y segura. Esto
se logra apretando el pezdén de la vaca con todos los dedos de la mano, haciendo
movimientos suaves Yy continuos. El tiempo recomendado para ordefiar a la vacaesde 5a 7
minutos. Si se hace por mas tiempo, se produce una retencion natural de la leche y se corre
el riesgo de que aparezca una mastitis, lo cual resultaria en una significativa reduccion de
los ingresos y ganancias, ya que se deberd invertir dinero para comprar medicamentos para

su curacion.

1.4.1. Rutina durante el ordefo

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

bajo ciertos parametros técnicos y de higiene. Entre ellos:



1.4.1.1. Lavado de pezones

El primer paso una vez ingresado el animal a su lugar de ordefio es el lavado de los pezones,
se debe tener cuidado al momento de lavar los pezones ya que si se realiza un lavado de
toda la ubre estariamos pasando todas las bacterias y la suciedad de la ubre hacia los
pezones, con la facilidad que puedan penetrar por la pezoneras. Este lavado actda como
estimulo para la liberacién de oxitécica (Ortiz et al., 2014, p. 21)

14.1.2. Secado de pezones

Las exigencias de leche de calidad son mayores y con el secado de pezones se evita la
contaminacion de la leche, utilizando para ello una toalla por vaca para evitar la
diseminacion de la enfermedad

1.4.1.3. Extraccion de los primeros chorros

En vaso de fondo negro Los primeros chorros de leche son los que tienen mayor
contaminacion porque es la leche que se encuentra en la cisterna del pezén por lo tanto debe
ser extraida en un balde de fondo negro ya que de esta manera se pueden detectar los signos

de mastitis, observando la presencia de grumos y alteracion en el color. (Gonzales, 2015, p. 19),

1.4.1.4. Sellado de pezones

Al terminar el ordefio y si éste se realizo sin el ternero— es necesario efectuar un adecuado
sellado de los pezones de la vaca, introduciendo cada uno de los pezones en un pequefio
recipiente con una solucién desinfectante a base de tintura de yodo comercial. Esta solucion

debe prepararse utilizando dos partes de agua y una de tintura de yodo comercial. (Vélez,
2016, p. 63).}



1.5. Mastitis

1.5.1. Generalidades

Segln (Prado, 2019, p. 10) La mastitis es una inflamacion de la glandula mamaria y los tejidos
y se considera una de las enfermedades méas importantes del ganado lechero en todo el
mundo. En algunos casos, la ubre puede lesionarse permanentemente. Es una enfermedad
extremadamente compleja que depende de varios factores y generalmente es subclinica en
los rebafios. Su tratamiento y control resulta en altos costos y pérdidas para la industria
lactea.

(Duran & Duarte,2019, p. 37) Mencionan que la enfermedad puede cursar como subclinica (la de
mayor prevalencia en un hato) o como clinica, con alteraciones macroscopicas de la leche y

sintomas palpables de la ubre y, a veces, de tipo sistémico en todo el animal.

El propdsito de la respuesta inflamatoria es destruir o neutralizar al agente ofensivo, reparar

los tejidos dafiados y retornar la glandula a su funcion normal (Avila & Gutiérrez, 2010, p.5)

1.5.2. Factores que contribuyen a la mastitis

Casi cualquier microorganismo capaz de invadir de manera oportunista el tejido mamario
puede ser causante de esta patologia. Una amplia gama de microorganismos esta implicada
en la ocurrencia de mastitis en el ganado bovino, incluyendo virus y agentes oportunistas
bacterianos entre otros. Entre los factores que se interrelacionan para la ocurrencia de
mastitis en el rebafio estan (Alvarez, 2019, p. 81).

e elanimal
e el ambiente

e el sistema de manejo (el de mayor incidencia)
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1.5.3. Factores relacionados con los animales:

1.5.3.1. Laraza.

(Aguilar, F. & Alvarez, A., 2018,p. 81) Menciona que las razas de ganado lechero afectan en gran
medida la susceptibilidad a los patégenos de esta enfermedad. Las vacas de alta produccion
tienen mas probabilidades de ser afectadas. Los factores hereditarios representan del 10% al
20% de la susceptibilidad a la mastitis segun la raza; desde el punto de vista genético se ha
demostrado que existe una correlacion entre el porcentaje de grasa lactea y la incidencia de
mastitis clinica. Cuanto mas una linea de vacas produce leche con mayor cantidad de grasa,
serd mas susceptible a esta patologia, de ahi la importancia de no seleccionar solamente
sobre esta base.

15.3.2. Influencia de los pezones.

La mecanica de los pezones incluye su forma y longitud, asi como la integridad de estos y
de la ubre. Comprometer la integridad de los pezones facilita la entrada de microorganismos
que pueden ser forzados por la maquina de ordefio, especialmente al final de este. Los
pezones lesionados (lesiones, queratina dafiada dentro del pezon) o con aberturas demasiado
grandes pueden ser facilmente invadidos. En este punto es donde es necesario el ajuste del

ordefio mecénico, su manejo correcto y la prevencion de traumas y lesiones es fundamental.
(Emad, 2018, p. 82)

1.5.3.3. Mecanismos de defensa de la ubre

(Emad, 2018,p. 82) Sefiala que, las respuestas inmunes innatas de la vaca son la primera linea
de defensa contra los patdgenos de la mastitis. Los globulos blancos (leucocitos) son el
principal agente para eliminar los microorganismos que han penetrado el pezén; en caso de
que esta respuesta sea insuficiente, el organismo de la hembra muestra otras respuestas
inmunitarias tales como liberacion de citoquinas y fijacion del complemento en lugar de

inducir respuestas humorales y celulares especificas como respuesta inmune adquirida.
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Segun (Pereyra et al 2014,p 45), la inmunidad innata es la primera linea de defensa en
estadios tempranos de la enfermedad, dentro de los cuales se encuentran las barreras fisicas
0 anatomicas, factores solubles como la lactoferrina y el componente celular .

1.5.3.4. Factores nutricionales

Los alimentos balanceados con una cantidad adecuada de proteinas, contenido energético,
vitaminas, micronutrientes y oligoelementos mantienen el cuerpo sano con un sistema

inmune fuerte, capaz de proteger al animal contra los patdgenos de la mastitis.

Dos préacticas nutricionales aumentan los riesgos de esta enfermedad:

e Cambios rapidos en la dieta

e Desequilibrio en los diferentes componentes de las raciones.

Aungue no existe una relacion definitiva entre el contenido de proteinas en la dieta y la
incidencia de esta patologia, se cree que el nitrégeno o proteina excesiva en los piensos se
menciona a menudo como uno de los factores causantes. El nitrégeno no proteico (como la
urea y el amoniaco) altera los globulos blancos que protegen la ubre. Aumentos de
amoniaco en la sangre afectan el metabolismo del animal. (Emad, 2018, p. 83)

1.6. Etiologia

(Ruiz et al., 2011,p. 9) destaca que , la etiologia de la mastitis tanto clinica como subclinica
varia segun la region o el pais. Debido a esto es importante identificar los agentes

circulantes antes de implementar cualquier plan de tratamiento.

De la misma manera (Barrera et al.,2016, p.2) indica que, se han identificado aproximadamente
140 especies causantes de mastitis, que se dividen en patdgenos contagiosos y ambientales;
dentro de los primeros, los principales son Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus
Streptococcus uberis Streptococcus dysgalactiae, y Bacterias Coliformes siendo su principal
via de entrada es el canal del pezon.
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1.6.1. Streptococcus agalactiae

De acuerdo con (camacho, 2017, p. 15), el Streptococcus Agalactiae es la causa mas comin de
infecciones subclinicas pero muy rara vez produce una severa enfermedad (mastitis aguda)
este organismo vive en la ubre de la vaca y sobrevive solamente un corto periodo de tiempo
por fuera de la glandula mamaria, se disemina principalmente durante el ordefio por medio
de la maquina de ordefio, las manos contaminadas del operador, materiales como tela

utilizados para lavar la ubre.

Este organismo puede infectar también la ubre de una ternera joven se ha sido alimentada
con leche contaminada la infeccion permanece en forma indefinida en la glandula mamaria
de la novilla, el Streptococcus agalactiae puede ser erradicados del hato con un tratamiento
apropiado combinando con buenas practicas de manejo. Aun asi puede llegar a diseminar

facilmente en el hato luego de la compra de un animal infectado.

1.6.2. Staphylococcus aureus

El Staphylococcus aureus vive dentro o fuera de la ubre en la piel puede causar tanto
mastitis clinica como subclinica. Generalmente de la misma forma que el Streptococcus
agalactiae la infeccion tiende a producir cicatrices que resultan en sacos de lesion
encerradas en la ubre que son dificiles de alcanzar por los antibiéticos tales sacos pueden

romperse y abrirse en otras partes de la glandula méas tarde (Camacho, 2017,p. 16).

1.6.3. Streptococcus uberis (SU)

Como afirma (Jiménez & Timén, 2016 ,p. 87) El estreptococo uberis es un patogeno clasificado
tradicionalmente como ambiental conocido mundialmente, siendo responsable de casos de
mastitis clinica, mayoritariamente de mastitis subclinica en vacas en lactacion y también es

el microorganismo predominante aislado durante el periodo seco.
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La diferencia con otros microorganismos ambientales es que se puede aislar de numerosos
sitios tanto del propio cuerpo de la vaca como del entorno donde esté la vaca. Por tanto, SU
tiene la habilidad de sobrevivir y multiplicarse tanto dentro como fuera de la ubre.

1.6.4. Streptococcus dysgalactiae

(Guizar & Cedefio, 2016,p. 16) Anuncia que, la mastitis causada por patdgenos medioambientales
es un gran problema que afecta a los hatos lecheros. De entre los patdgenos
medioambientales, el Streptococcus dysgalactiae ha sido frecuentemente aislado de las

infecciones intramamarias durante la lactacion y el periodo seco.

El Streptococcus dysgalactiae es una de las especies bacterianas mas importantes aislada en
la mastitis bovina. El de la especie hemolitica, es un patégeno muy comdn en la mastitis
clinica y subclinica. La prueba serologica de Lancefield a la bacteria Streptococcus
dysgalactiae, del grupo C, la identifica como uno de los patégenos mas comunes de mastitis
bovina, que causa pérdidas econdmicas mas grandes en la industria de la leche .Este
patdégeno es muy capaz de sobrevivir en la boca, vagina y piel de los animales saludables
gue pastan. (Guizar & Cedefio, 2016, p. 16).

1.6.5. Bacterias Coliformes

Como menciona (Yarder, 2016, p. 3) Estas son causantes de mastitis subclinica en menos del
1%. Las bacterias coliformes como son (Escherichia coli, Enterobacter aerogenes,
Klebsiellia pneumoniae) son habitantes normales del suelo e intestino de las vacas. Se
acumulan y multiplican en la materia fecal y en la cama. Estos pueden causar mastitis

solamente si las particulas contaminadas del medio ambiente entran en contacto con la ubre.

A diferencia de las bacterias descritas antes, los coliformes no se adhieren a los conductos y
al alvéolo de la ubre, en lugar se multiplican rapidamente en la leche y producen toxinas

que son absorbidas dentro del torrente circulatorio. Los mecanismos de defensa de la vaca
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pueden eliminar las bacterias de la ubre, pero las toxinas permanecen y la vaca puede llegar
a morir (Camacho, 2017, p. 16)

1.7. Tipos de Mastitis

La mastitis es una enfermedad de la glandula mamaria que afecta sobre todo a las vacas de
alta produccion, puede presentarse de forma asintomatica (subclinica) y sintomatica

(clinica) que, al no poder ser identificada pasa desapercibida (Martinez, 2015, p. 12)

La forma clinica se presenta apenas en un 1.40%, mientras que la subclinica en un 98.6%;
ademas, se caracteriza por disminucion del volumen de produccién, y el aumento de células
somaticas con cambios importantes en la composicion de la leche, lo que afecta su calidad y
la economia del productor (Murillo, 2017, p. 41)

1.7.1. Mastitis clinica

Es caracterizada por presentarse de manera subita, hay inflamacion y enrojecimiento de la
ubre, dolor, disminucion de la produccion y alteraciones en la leche de los cuartos
afectados. La leche puede contener grumos, coagulos, con consistencia de agua y los

animales presentan fiebre, depresion y anorexia (Romero, 2016, pp. 1-2)

1.7.2. Mastitis Subclinica

(Bolafios, 2012, p.11) Menciona que, en la practica la mastitis subclinica no se detecta a tiempo,
por eso es importante realizar con frecuencia el conteo de células somaticas mediante
técnicas de laboratorio y hacer un cultivo bacteriologico; de lo contrario el impacto
economico sera mayor por reduccion en la produccion y por el aumento de células

somaticas en los tanques de enfriamiento de la leche.
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Sin embargo, los casos de mastitis subclinica se caracterizan por disminucion en la
produccion y calidad de la leche encontrando en las pruebas diagndsticas un aumento en el
conteo celular por aumento de 27 componentes inflamatorios y bajas concentraciones en

caseina, lactosa y lacto albimina (Ramirez et al., 2011,p. 22).

De la misma manera (Reyes & Argiiello,2015, p. 5) mencionan que, la duracién de la mastitis
subclinica depende del microorganismo causal y de la eficacia de los mecanismos de

defensa del huésped.

Es de suma importancia sefialar que la mastitis subclinica sigue siendo la primera causa de
uso de antibacterianos para su control y, es el uso de esta leche con residuos de antibiéticos
el principal problema en la produccion de alimentos sanos, cuando se intente tratar un caso
de mastitis se deben tener en cuenta tres aspectos fundamentales: Eficacia del tratamiento;
relacion costo: beneficio; residuos de farmacos en la leche (Sumano et al., 2014,p.45) cOmo Se

indica en la tabla 1-1.

Tabla 1-1: Clasificacién de la Mastitis.

Formas de Vaca Ubre Leche
mastitis
Clinica hiper Muy enferma puede Fibrosis mamaria. Puede Frecuentemente aguada y con
aguda morir. No tiene agravarse. manchas de sangre.

coordinaciéon muscular.

Clinica No hay cambios El cuarto afectado se Purulentay acuosa.
aguda observables. muestra duro, rojo e
inflamado
Clinica No hay cambios El cuarto afectado puede No se ven cambios, pero la
subaguda observables. estar inflamado produccién puede reducirse.
Clinica No hay cambios No hay cambios No hay cambios observables
Subclinica observables. observables.

Fuente: Modificado de Philpotetal., 2000.

Realizado por: Quilapanta Guaman Anabell, 2021.
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1.8. Efectos de lamastitis en la produccion de leche

La enfermedad reduce la produccion de leche y altera su composicion. La caseina, la cual es
la proteina principal de la leche, disminuye y otras proteinas de menor valor nutricional se

incrementan, por lo tanto, afecta la calidad de los productos lacteos como el queso.

La mastitis incrementa la conductividad de la leche, el sodio y el cloro se elevan, el potasio
que es el mineral principal de la leche disminuye y debido a que la mayoria del calcio en
leche se encuentra asociado a la caseina, la disminucion de esta provoca al mismo tiempo la

disminucién del calcio en la leche. (Valdivieso & Ballesteros, 2018, p. 54)

1.9. Métodos de diagndstico de la mastitis bovina

(Boscén et al, 2010, p. 207) expresa que, el diagnostico de Mastitis Bovina debe estar orientado
al conocimiento de la prevalencia de la enfermedad en el hato, tipo epidemioldgico de la
enfermedad y la resistencia bacteriana de los agentes involucrados. Las pérdidas
econdmicas en un hato se llegan a determinar por la disminucion de la produccion, para lo
cual es necesario identificar y corregir a tiempo los puntos criticos que favorecen a la

difusion de la enfermedad.

1.9.1. Prueba de Mastitis de California, CMT

Es el método diagndstico de mastitis a nivel de campo mas utilizado a nivel mundial. Esta
técnica nos permite valorar de manera cualitativa el grado de mastitis en que se encuentra el

animal (Fernandez et al, 2012 pag. 6)

Mide cuantitativamente el recuento de células somaticas (RCS) de la leche, obtenidas del
reactivo Alquilauril Sulfonato de sodio al 3%, el cual libera el ADN de los leucocitos
actuales en la leche, generando grados de espesamiento, formando una especie de gelatina o

coagulo cuando hay mayor presencia de células debido a la infeccion (Fernandez et al, 2012, p.
7).
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Una vez la vaca esta lista para ser ordefiada, con pezones limpios y secos, se escurren los 3

0 4 primeros chorros de leche de cada pezdn en los compartimentos de la bandeja apropiada
(Boscan et al, 2010, p. 207).

Se inclina la bandeja en un &ngulo de 60° para igualar la cantidad de leche (deben quedar
entre 2 y 4 ml de leche); Se agrega una cantidad igual de reactivo y se inicia un proceso de
agitacion por rotacién durante 15 a 20 segundos. La manera de interpretar CMT se detalla
en la tabla 2-1.

Tabla 2-1: Interpretacion de CMT

Tipos de Reaccion Celularidad/ml
Negativo La mezcla se mantiene liquida, de color azul. < 200000
Trazas Mezcla ligeramente viscosa de color azul. 200000 - 500000
1 Mezcla viscosa no adherida al fondo de color 400000 - 1500000
azul oscuro.
2 Mezcla viscosa que se adhiere al fondo de 400000 - 1500000
color violeta
3 Mezcla muy viscosa fuertemente adherida que > 5000000

forma un solo grumo de color violeta.

Fuente: Wolteret al, 2004,p .16

Realizado por: Quilapanta Guaman Anabell, 2021

El CMT es una prueba sencilla y Gtil 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 (Blowey &
Edmonson, 1995, p. 208).

18



Los resultados pueden ser interpretados en cinco clases desde el resultado negativo en el
que la leche y el reactivo siguen siendo acuosos, hasta el recuento de células mas elevado
en el que la mezcla de la leche y el reactivo casi se solidifica. Esto se determina en
relacion a la reaccion de gelificacion segin (Bedolla, 2004, p 8) tal como se observa en la
figura 1-1.

Negativo

Dos 0 ++ Tres o0 +++ Mastitis clinica

Figura 1-1: Interpretacion de resultados con la prueba de CMT.

Fuente: Bedolla, 2007 ,p. 3

1.9.2. Equipo Para Deteccion de Mastitis Draminski

Segun (Morales& Ruiz, 2017,p.15) La Prueba de Conductividad Eléctrica (PCE) DRAMINSKI,
se ha utilizado como un indicador de la mastitis durante la Ultima década, se basa en el
aumento de conductividad eléctrica de la leche debido a su mayor contenido electrolitico

especialmente iones de Sodio (Na) y de Cloro (CI) en la leche.

Segun menciona (Medina & Montalvo , 2003, p. 29) La Prueba de Conductividad Eléctrica (PCE)
(DRAMINSKI), en la dltima década, se ha utilizado como un indicador de la mastitis se
basa en el aumento de conductividad eléctrica de la leche debido a su mayor contenido
electrolitico especialmente iones de sodio y de cloro y se ha desarrollado como un método
para monitorear el estado de la mastitis en la vaca
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El incremento de sodio y cloro al estar afectado un cuarto mamario con mastitis subclinica
es debido a que después de la invasion bacteriana se produce: congestion capilar,
edematizacion del tejido secretor y obstruccion de los conductos intralobulares. También
existen cambios en la composicion de la leche que es producido por alteraciones de la

permeabilidad capilar algunos de ellos son:

e Disminuye la cantidad y la calidad de caseina sintetizada
e Disminuye la grasa butirosa

e Disminuye la lactosa

e Aumenta la concentracion de sodio

e Aumentan los cloruros

e Aumentan las proteinas del suero sanguineo

e Aumentan enzimas

e Aumentan las células somaticas (Martinez, 2014, p. 24)

1.9.2.1. El equipo

Construido en materiales resistentes, y con sellos y juntas de goma en todas las uniones,
este equipo fue disefiado para trabajar en las condiciones mas adversas durante una gran

cantidad de tiempo. (INSAVET, 2016 ,p. 4) como se indica en la figura 2-1.

Display

Copa de medida

v

/

Compartimiento I
de la bateria Switch

Figura 2-1: Equipo Para Deteccion de Mastitis Draminski

Fuente: INSAVET, 2016 pag. 4
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1.9.2.2. Interpretacion de los resultados
(Morales& Ruiz, 2017, p. 6 ) Afirman que, una diferencia de 40 o mas unidades en la lectura del

o los cuartos respecto al cuarto de mayor valor indica la presencia de mastitis subclinica en
o los cuartos afectados de acuerdo a la tabla 3-1.

Ejemplo:

Unidad de medida. MS/cm (mili Siemens/centimetros)

Tabla 3-1: Interpretacion de resultados del DRAMINSKI 4Q

Cuartos de la ubre Valor
Cuarto trasero izquierdo-CTI 560u
Cuarto delantero izquierdo- CDI 430u
Cuarto trasero derecho-CTD 450u
Cuarto delantero derecho-CDD 430u

Fuente: Morales & Ruiz, 2017, p. 6

Interpretando los resultados, se refleja que para ese ejemplo el cuarto afectado Con mastitis
subclinica es el trasero izquierdo (CTI) permaneciendo los restantes normales.

1.9.3. Equipode Deteccion de Mastitis Milk Checker

Con el medidor de mastitis Milk Checker podra realizar un diagnostico totalmente preciso
de la mastitis subclinica incluso cuando se encuentra en la fase inicial. EI medidor de
mastitis Milk Checker es capaz de mostrar en la pantalla los resultados de la medicion de la
leche en muy pocos segundos y en formato numérico. Gracias a este medidor se, podra

tener siempre bajo control la salud de una explotacion ganadera desde antes del nacimiento
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de la leche y durante todo el periodo de lactacion. Como consecuencia, la calidad de su
leche sera mayor y podra incrementar sus beneficios se podra evitar que la mastitis afecte a
el ganado, ya que es capaz de detectarla en su fase inicial, incluso cuando los sintomas
todavia no son visibles (PCE Ibérica S.L, 2019) como se observa en la figura 3-1.

Figura 3-1. Medidor de mastitis Milk Checker

Fuente: PCE Ibérica S.L, 2019.

1.9.3.1. Caracteristicas del Medidor de Mastitis Milk Checker.

e Recipiente de medicion

Utilice el mismo recipiente para las cuatro ubres. No necesitara enjuagarlos. Ordefie la
leche directamente en el recipiente de medicién y a continuacion pulse la tecla PRUEBA. A

continuacion, tire la leche y compruebe la siguiente ubre.

e Protector contra salpicaduras

Protege la pantalla de las salpicaduras de la leche. Carcasa de disefio robusto La carcasa del
Milk Checker esta hecha de plastico resistente, lo cual hace que este medidor sea 100 %

impermeable.

e Sensor de temperatura

Obtiene resultados precisos independientemente de la temperatura del recinto. De este
modo, podra comprobar su ganado en cualquier momento del dia o época del afio.
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e Sensor de electrodos

Sirven para medir la conductividad eléctrica de la leche con una gran precision. Asi, podra

detectar las diferencias, aunque sean minimas, entre las ubres.

e Pantalla digital

Indica simultaneamente los resultados de la medicion de las cuatro ubres de una manera

clara y con una cifra para los decimales. (PCE Ibérica S.L, 2019)como se indica en la tabla 4-1.

Tabla4-1: Valores de interpretacion del Milk Checker N-4L

ABS DIF
Conductividad (mS/cm) Diferencia (mS/cm)
Leche normal <6.2 <0.5
Leche anormal >6.2 <05
Leche infectada (mastitis) <6.2 >0.5
Leche infectada (mastitis) >6.2 >0.5
Fuente: Manual del Milk Checker N-4L.
Realizado por: Quilapanta Guaman Anabell,2021
1.10. Posibles tratamientos para mastitis

De acuerdo con (Pyorala,2016,p.1) el tratamiento de la mastitis subclinica con antimicrobianos
durante la lactancia es rara vez econdmico dado los altos costos del tratamiento y en general
la pobre eficacia. Todo tratamiento para mastitis debe basarse en la evidencia, es decir, la
eficacia de cada producto y la duracion del tratamiento deben demostrarse a través de

estudios cientificos.
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(Lopez, 2011, p. 228) Menciona que, el tratamiento de la mastitis debe tener en cuenta el
diagnéstico bacterioldgico y considerar las directrices nacionales e internacionales sobre el
uso prudente de antimicrobianos. En casos de mastitis aguda, en los cuales no existe un
diagndstico bacteriologico, el tratamiento debe iniciarse sobre la base de los datos del
rebafio y la experiencia personal. Un rapido diagnéstico bacteriolégico facilitaria la
seleccion adecuada de los antimicrobianos.

1.11 Farmacos

Cuando se intente tratar un caso de mastitis se deben tener en cuenta tres aspectos

fundamentales: eficiencia, costo beneficio y residuos de farmaco en leche.

1111 Ciprofloxacina

Son compuestos antimicrobianos sintéticos contra Gram Positivos y eficaces contra agentes
patdgenos bacterianos intestinales.

El sitio de accion de las Quinolonas es el ADN girasa es una enzima esencial para la
replicacion del material genético bacteriano, son bactericidas, antagénico en presencia de

inhibidor de la sintesis proteinica como Cloranfenicol y Tetraciclinas. (Aguilar, 2014, p. 4)

1.11.1.1. Farmacocinética:

Se puede absorber por el tubo digestivo con relativa eficacia y puede alcanzar valores
terapéuticos en sangre

1.11.1.2. Vias de Administracion

Via oral, intramuscular, intravenosa y subcutanea

1.11.1.3. Dosis
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3-6 mg/kg

1.11.14. Frecuencia

8 horas

1.11.15. Tiempo de retiro

Carne 7 dias

Leche 3 dias

1.11.16. Excrecién

Las principales vias de excrecion son fecales, renales, secrecion de la mucosa del colon.

1.11.2. Penicilina

1.11.2.1. Mecanismo de Accidn

Son antibicticos bactericidas que inhibe la formacion de la pared celular.

1.11.2.2. Farmacocinética

Después de la absorcion de las penicilinas se absorben con facilidad en la mayoria de los
tejidos y liquidos corporales sin embargo debe tomarse en cuenta que las penicilinas tienen
dificultades de atravesar las barreras hematoencefalicas, mamarias o prostaticas normales
aunque con dosis masivas 0 ante la presencia de procesos inflamatorios la distribucion se

facilita permitiendo alcanzar niveles aceptables.

1.11.2.3. Excrecién
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La gran mayoria de las penicilinas administradas por via parental se elimina a través de la
orina aunque puede encontrarse rastros de eliminacion también en la leche, pequefas

cantidades en saliva y leche.

1.11.24. Dosis:

Penicilina Potasica 10.000 — 40000 Ul / Kg (IM)
Penicilina Sodica 10.000 — 20000 Ul/ Kg (1V- IM)

Penicilina Procainica 10.000 — 20000 Ul/ Kg (IM- SC)

1.11.2 5. Periodo de Retiro:

Carne: 6 hasta 30 dias

Leche: 2 a 3 dias

1.11.3. Tilosina

1.11.31. Familia - Macrélidos

(Madigan et al , 2003, p. 5). Principalmente contra bacterias Gram positivas y en ocasiones en
Gram negativas. Actua inhibiendo la sintesis de proteinas en la bacteria, tradicionalmente se
considera a los macrolidos como agentes bacteriostaticos, sin embargo, pueden ser
bactericidas en altas concentraciones, contra microorganismos susceptibles, ejercen sus
efectos mediante la unién a la subunidad ribosomal 50s. Esta union inhibe la translocacion

del aminoacil RNA de transferencia y por ende la sintesis de polipéptidos bacterianos

1.11.3.2. Farmacocinética.

Buena absorcion y rapida, maximo nivel en plasma a las 3 horas, se metaboliza en higado,
se excreta por bilis y orina
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1.11.3.3. Efectos adversos.

Alteracion de la flora intestinal y como consecuencia disminucion de bacterias que

compiten con microrganismos patogenos, aumentando asi el riesgo de la enfermedad.

1.11.34. Uso en medicina veterinaria:

Se usa principalmente en infecciones respiratorias y digestivas del ganado, infecciones de
mico plasmas, tratamiento de difteria, mastitis, endometritis, pio dermatitis, abscesos

hepaticos (ANUPCO, 2018).

(Nieto, 2016, p. 29) Plantea que, en bovinos, luego de la administracion subcutanea, el farmaco
se absorbe rapidamente y se distribuye extensamente en todos los tejidos, penetra
rapidamente hacia la leche por su afinidad a células epiteliales y alcanza concentraciones
altas, su elevado volumen de distribucién es la prueba mas clara de su gran penetrabilidad

tisular.

1.11.35. Dosis

2 mg/ Kg por dia, via IM una concentracion plasmatica de 0.8 en 24 horas

1.11.4. Sulfametoxipiridazina

1.11.41. Familia - Sulfonamida.

Pertenece al grupo de sulfonamidas de absorcién rapida y eliminacién lenta. Actlan sobre
microorganismos Gram positivos: (Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae,
Staphylococcus aureus; Bacillus anthracis y Clostridium), Gram negativos (Neisseria
meningiditis, Neisseria  gonorrhoeae; Escherichia coli, Haemophilus influenzae,
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Haemophilus ducreyii, Salmonella y Brucella) Actinomicetas y Clamidias (Actinomyces

israelli; Chlamydia trachomatis) (Herera, 2012, p. 14)

1.11.4.2. Farmacocinética:

De acuerdo con ( Litter, 2001,p. 292), las sulfonamidas se absorben por via oral y topica, tienen
mala absorcion por via oral y se absorben bien por el estdbmago vy el intestino delgado, su
velocidad de absorcion es variable para los distintos compuestos por lo cual se clasifican en

accion corta media o larga dependiendo de la vida media.

1.11.4.3. Excrecion

La orina constituye la principal via de excrecién de las sulfas, también se describe un grado
importante de eliminacion por via biliar, la leche y el sudor. La cantidad de farmaco
eliminado en la orina depende de la sulfamida administrada y de la especie a la que se

administra (Pérez, 2010, p. 275) la dosis se detalla en la tabla 5-1.

Tabla 5-1: Dosis de Sulfametoxipiridazina en Bovinos

Especie Antibidtico Via Dosis Interval Observaciones
mg/kg 2 (hrs)
Bovinos Sulfametoxipiridazina 1V, 25 12 Dosis de ataque
IM de 50 mg/kg

Fuente: Pérez, 2010, p. 283

Realizado por: Quilapanta Guaman Anabell, 2021

1.11.5. Oxitetraciclina

1.11.51. Familia

Tetraciclinas
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1.11.5.2. Mecanismo de accién

Para que las tetraciclinas lleguen a los ribosomas de las bacterias Gram negativas se

necesitan como minimo dos procesos:

e Difusion a través de los canales hidrofilos formados por porinas.
e Transporte activo por un sistema que depende de energia y que bombea las tetraciclinas

a través de la membrana citoplasmatica interna.

Una vez en el interior de la célula, se unen en forma irreversible a los receptores existentes
en la subunidad ribosomal 30S de los ribosomas bacterianos en los que impiden que el
complejo ARN transferente se una al sitio aceptor del complejo ARN mensajero-subunidad
30S. Esta unién irreversible impide en forma eficaz la incorporacion de los aminoacidos que

alcanzan la cadena polipeptidica inhibiendo de esta forma la sintesis de proteinas.

1.11.53. Excrecién

(Pérez, 2010, p. 327) Las tetraciclinas son excretadas a través de la orina y las heces, la ruta
primaria para muchas es el rifion. La excrecion se realiza por filtracion glomerular, siendo
afectada en caso de alteracion o enfermedades renales. Cerca del 10 a 20% de la dosis total
administrada se elimina por las heces, independiente de la via de administracién como se

puede observar en la tabla 6-1.

Tabla 6-1: Dosis de Oxitetraciclina Bovinos

Especie Antibidtico Via Dosis Intervalo  Observaciones
mg/kg (hrs)
Bovinos Oxitetraciclina IV,IM 10 1224 IV lenta

Fuente: Pérez, 2010, p. 329
Realizado por: Quilapanta Guaman Anabell, 2021
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1.12. Ozonoterapia

(Fierro, 2006, p. 1), los efectos basicos del ozono le confieren propiedades terapéuticas y
biolégicas que posibilitan la aplicacién de la ozonoterapia en un amplio campo de
especialidades tales como el de la mejora ambiental a través de la potabilizacion del agua, la
alimentacion (se emplea en la desinfeccion de frutas y verduras) y la medicina, donde ha
adquirido relevancia debido a su eficacia en enfermedades asociadas al déficit de las

defensas antioxidantes.

(Ogata, et al ,2000, p.13) Estudiaron la infusién de ozono en el cuarto inflamado de vacas con
mastitis clinica y estiman que el método de ozonoterapia es probado y resulta ser eficaz,
seguro, y rentable; y no conlleva ningin riesgo de residuos de medicina en la leche. De la
misma manera (Arichavala & Argudo, 2012,p.70) encontraron una recuperacion mas rapida con el
uso de ozono. El suministro de ozono por medio de inyeccion en la ubre, ofrece una cura
rapida, seguray efectiva contra las mastitis de las vacas, evitando los efectos secundarios de
la antibidtico terapia, consiguiendo resultados mucho mis rapidos, saludables y efectivos.

1.12.1. Acciones fundamentales de la ozonoterapia.

1.12.11 El efecto antiinflamatorio

Que posee el Ozono se basa en la capacidad para oxidar compuestos que poseen dobles
enlaces de carbono, un ejemplo es el caso del acido araquidénico y sus derivados como las
prostaglandinas y leucotrienos, que son sustancias biolégicamente activas que participa en

el mantenimiento de procesos inflamatorios ( Bernal, 2014, p. 33)

1.12.1.2 Accién Oxigenante

En las grandes ciudades, donde existen gran cantidad de locales cerrados y poco ventilados,
es con mucha frecuencia apreciable el enrarecimiento del aire como consecuencia de una
carencia de oxigeno, la cual habitualmente identificamos como aire viciado. El ozono, por
su mayor poder oxigenante, contribuye a mejorar la eficiencia de las células de los

organismos superiores en cuanto al aprovechamiento del oxigeno disponible, mediante la
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estimulacion de varias enzimas que intervienen en estos procesos. (Arichavala & Argudo,
2012,p.43)

1.12.1.3 Efecto bactericida

( Bernal, 2014, p. 28) Manifiesta que, una de las ventajas mas importantes del ozono, con
respecto a otros bactericidas es que este efecto se manifiesta a bajas concentraciones (0,01
p.p.m. 0 menos) y durante periodos de exposicion muy cortos. Incluso a concentraciones
infimas de ozono (del orden de 0.01 p.p.m.) es ya perfectamente observable un efecto

bacteriostatico.

1.12.2. Aplicacién del ozono

El ozono medicinal se incluye en un flujo de oxigeno puro en una concentracién muy
pequefia (99.95 partes de oxigeno por 0.05 partes de 0zono cuando es para uso internoy 5
partes de ozono en 95 de oxigeno en aplicaciones externas). Hay diversas formas de llevar
el oxigeno hasta el lugar donde es requerido. Dada la diversidad de patologias en las que se

utiliza la ozonoterapia. (Fierro, 2006, p. 2)

1.12.3. Ozono vs. Antibiéticos

De acuerdo con (Arichavala & Argudo, 2012,p.70), €S necesario tener consciencia que la
propuesta que aqui se plantea tiene ventajas sostenidas y constantes sobre los tratamientos
antibiéticos, ademas de algunas cualidades que muy dificilmente se podran encontrar con
los antibicticos. Sin embargo, hay que mencionar que la ozonoterapia es un tratamiento que
esta en vias de evolucion por lo que todavia necesita perfeccionarse, con la diferencia que es

un proceso que no provoca efectos secundarios ni a corto ni a largo plazo.

Son fuentes nutritivas, naturales o sintéticas que se asemejan al nicho ecoldgico de los
microorganismos en el cual se desarrollan; estas necesidades nutricionales se han
determinado mediante extensas investigaciones (De la Cruz, 2012, p. 34) Yy al observar una

diferencia entre la utilizacion del ozono y antibiotico como se puede ver en la tabla 7-1.
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Tabla 7-1: Diferencias Ozono vs Antibitico

EFICACIA DE OZONO: EFICACIA DE ANTIBIOTICO:

- . El antibidtico puede esterilizar (no siempre) s6lo una
El ozono puede esterilizar todos los organismos

. . . clase de bacteria o de hongos este no trabaja contra
patégenos (la bacteria, el virus, mycetes, la

. . virus, levaduras ni contra toxinas de organismo
levadura) y trabajar contra sus toxinas.

patdgenos.

. . . - El efecto antibacteriano de los antibiéticos tiende a
Efectos antibacterianos son los mismos utilizado

disminuirse cuando son mezclados con la leche en el
solo o cuando es mezclado con la leche.

interior de la ubre.

. foa . El tratamiento con antibidticos toma al menos 3 dias de
El trabajo de ozono es més rapido; a veces solo 1

. . duracion, el patégeno cultivado in vitro es a menudo el
tratamiento puede curar la ubre inflamada. Se han patoge

. . agente de mastitis, el antibiético es a menudo ineficaz
hecho trabajos que comparan la eficacia del

. . in vivo debido a la resistencia al antibi6tico, cuando no
0zono como tratamiento comp lementario

se realiza antibiograma.

Fuente: Suarez, 2013, p. 32

Realizado por: Quilapanta Guaman Anabell,2021

1.13.1. Tipos de Medios de Cultivos

Segun la proporcion de agar, existen tres tipos:

1.13.1.1. Liquidos (caldos).

No contiene ningun agente gelificante, por lo que los microorganismos crecen por todo el
medio. El crecimiento en este tipo de medios es mas rapido puesto que la movilidad permite
acceder de una forma mas facil a los nutrientes. (Barrero, 2016, p. 40)

1.13.1.2. Solidos.
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Tienen una proporcion de agar de, aproximadamente, el 1,5%. El crecimiento se desarrolla
en la superficie del medio. Estos medios pueden depositarse en placas de Petri o en tubos de
ensayo.

1.12.1.3. Semisélidos.

Son aquellos que contienen una proporcion de agar inferior al 0,5%. Se utilizan para pruebas
bioquimicas y de movilidad.

1.13.2. Preparacion de Medios de Cultivo

Los medios de cultivo pueden adquirirse comercialmente listos para su uso o se pueden
preparar en el laboratorio a partir de material deshidratado (el cual contiene los componentes
necesarios para elaborar cada uno de los tipos de medios existentes). Para su elaboracion hay
que seguir las instrucciones dadas por el fabricante, que se especifican en el prospecto del
envase. Normalmente consiste en disolver el medio deshidratado en agua destilada, proceso

gue se conoce como reconstitucion. (Barrero, 2016, p. 42)

La cantidad de agua seré la que indica el fabricante. En el caso de medios que contienen agar
como agente gelificante, hay que disolver agitando y calentando a la vez, debido a que el
agar funde en torno a 100 °C. Para ello se puede utilizar un termoagitador magnético, una
vez reconstituido el medio de cultivo, hay que esterilizarlo para asegurarse de que no crecera
ningln microorganismo contaminante, ya que el objetivo del cultivo es determinar el
crecimiento de los microorganismos presentes en muestras clinicas para su posterior

identificacion.

La esterilizacion se realiza con la ayuda de un autoclave a 121 °C durante 15-20 min. Los
medios de cultivo en tubo se fraccionan antes de esterilizar y se introducen en el autoclave
tapados con algodon graso y papel de aluminio.

Posteriormente se recomienda esperar a que la temperatura baje a unos 45-50 °C para

fraccionarlo en placas, siempre cerca del mechero para evitar contaminacion ambiental. El

fraccionamiento consiste en depositar una pequefia cantidad en la placa, hasta que alcance
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unos 4 mm de altura. Dejar enfriar a temperatura ambiente hasta que solidifique por

completo. Una vez sélido, se invierte y se almacena refrigerado a 4 °C.

Los medios de cultivo que incluyen en su composicion sustancias termolabiles, es decir, que
se alterarian tras someterse a un tratamiento con calor, necesitan un procedimiento
alternativo para su esterilizacion. Generalmente se realiza filtracién con membranas de un
didmetro de poro de 0,2 a 0,45 pm. Los virus no se eliminan, pero si las bacterias y hongos

que pudieran contaminar el medio. (Barrero, 2016 ,p. 42)

1.13.3. Medios de cultivo utilizados habitualmente

Existen muchos tipos de medios de cultivos diferentes;

1.13.3.1. Agar sangre.

Permite el crecimiento de la mayoria de las bacterias con importancia clinica. Esta
compuesto por un medio base rico en nutrientes mas un suplemento de sangre desfibrinada
animal en una proporcion del 5-10%. Es un medio diferencial porque permite comprobar si
las bacterias son hemoliticas, es decir, si tienen capacidad para romper los gldbulos rojos

presentes en el medio. (Barrero 2016,p.43).

1.13.32 Agar Columbia Base

(Britania, 2019) Manifiesta que, es un medio de cultivo nutritivo utilizado para el
crecimiento de diversos microorganismos al ser suplementado con sangre permite el
crecimiento de microorganismos existentes y la Clara visualizacién de reacciones de
hemolisis también puede ser utilizado como base para la preparacion de Agar chocolate su
formula cumple con los requerimientos de la Armonizacion de Farmacopeas Europeas,

Japonesas y de los Estados Unidos de Norteamérica.

1.13.3.3. Agar MacConkey.
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(De la Cruz, 2012, p 34) Afirma que, este medio se utiliza para el aislamiento de bacilos Gram
negativos de facil desarrollo, aerobios y anaerobios facultativos. Permite diferenciar
bacterias que utilizan o no, lactosa en muestras clinicas. Todas las especies de la familia
Enterobacteria se desarrollan en el mismo; el medio preparado es de color rojo purpura; los
inhibidores no permiten el desarrollo de otras bacterias especialmente de las Gram positivas.
Las bacterias degradan la lactosa, haciendo variar el pH, y el indicador es el cambio de color,

la Escherichia coli es una de las especies bacterianas, capaz de fermentar la lactosa

1.13.4. Tipos de hemdlisis:

1.13.4.1. Betahemodlisis.

Consiste en la lisis o eliminacion total de los globulos rojos. Esto genera un halo
transparente en la zona donde crece este tipo bacteriano. En este caso se habla de bacterias
betahemoliticas.

1.13.4.2. Alfa- hemélisis.

Lisis parcial de los glébulos rojos, desarrollando un halo verdoso en torno a las zonas donde
crecen estas bacterias

1.13.4.3. Gamma- hemdlisis.

Es la ausencia de hemodlisis.

(Hogan et al.,1999, p.41) Mencionan que, el suero y la sangre completa se afiaden para promover
el crecimiento de los microorganismos menos resistentes.

La preparacion de agar sangre segun se realiza segun lo indicado por (Instituto Nacional de
Higiene y Medicina Tropical “Leopoldo Inquieta Pérez", 2003) pesar el agar Nutriente a
razon de 39g. Por litro de agua destilada. Calentar la suspension hasta que la solucion llegue
a ebullicion para permitir una disolucion completa y luego esterilizar a 121°C durante 15
minutos, EI medio fundido se deja enfriar a 45°C, y se coloca en placas Petri tal como se
observa en la figura 4-1.

35



Figura 4-1. Placa de agar sangre con crecimiento bacteriano.

Fuente: Barrero,2016.p. 44.

1.13.5. Factores determinantes en la preparacion de un medio de cultivo

Los factores siguientes son importantes en la preparacion de un medio de cultivo:

1.13.5.1. Fluidez

El medio deshidratado comercialmente disponible o la mezcla del propio microbidlogo se
disuelve en primer término en agua. Si se requiere un medio solido, se agrega agar.
(Fernandez et al ., 2014, p.28)

1.13.52. PH

Se verifica el pH del medio y se regula si es preciso. En preparaciones comerciales no suele
ser necesario el ajuste. Para amortiguar los propios medios sintéticos se utilizan
generalmente buffers de fosfato, porque el crecimiento éptimo de la mayor parte de las
bacterias se encuentra en el intervalo de amortiguacion de los iones fosfato.

1.135.3 .Esterilizacion:
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Se debe esterilizar el medio. Este procedimiento asegura la destruccion de todos los
microorganismos no deseados que estdn presentes durante su preparacion. Si los
componentes del medio son estables al calor se llevan a cabo la esterilizacion en una
autoclave (121 ° C durante 15 minutos). Si se requiere sangre y ciertos componentes
inestables, como antibidticos o compuestos oxidables al calor en el medio, se los debe
esterilizar por separado mediante filtracion u otros procesos, y luego se agregan al medio
esterilizado cuando éste se enfria hasta una temperatura de 50°C. (Fernandez et al ., 2014,p.28)

1.13.6. Antibiograma

De acuerdo con (Pedrique, 2002, p.16), el antibiograma consiste en medir la sensibilidad de una
cepa bacteriana que se sospecha es la responsable de una infeccién a uno o varios
antibidticos. Ademas por medio del antibiograma se determina la evolucién de las
resistencias bacterianas. Para la realizacion del antibiograma se utiliza por lo general el
agar Muller - Hinton el cual fue preparado y luego chorreado en placas Petri, con el medio
solidificado se procedié a tomar las placas con las colonias ya identificadas. Los materiales

utilizados fueron tubos de ensayo, agua destilada.

(Acufia & Rivadeneia,2008,p. 71 ) Refieren que usualmente se utiliza el agar de Mueller-Hinton
en las pruebas de sensibilidad de microorganismos aerdbicos de rapido crecimiento. Cuando
se trata de estreptococos u otros microorganismos exigentes, se le afiade al Mueller-Hinton,
5% de sangre desfibrinada. De los métodos existentes, el mas popular es el del disco de
papel. La variante mas utilizada de este método es la de Kirby Bauer, la cual consiste en
utilizar una sola concentracién de antibiético y medir el tamafio de la zona de inhibicion.

1.13.6.1. Pruebasde sensibilidad antimicrobiana

(Acufia & Rivadeneia,2008,p. 72 ) Por facilidad de manejo y disponibilidad de reactivos la
prueba de sensibilidad antimicrobiana mas usada es el método de difusion con discos sobre

Agar Mueller Hinton. La seleccién de principios activos a probar dependera de: la
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disponibilidad de productos comerciales en el mercado local, la legislacion del pais sobre
uso de antibicticos, el tipo de microorganismo aislado, si es para vaca en lactancia o en el
periodo seco y si se va a usar via parenteral o via intramamaria. En una caja de Agar de 100

mm de diametro se pueden colocar ocho sensidiscos como maximo.

1.13.6.2 Discos para Antibiogramas

(Bernal & Guzman, 2007, p. 113) Manifiestan que los discos, para antibiograma son producidos
por casas comerciales bajo un riguroso protocolo de control internacional. Cada disco
contiene una concentracion predeterminada que permite una correlacion mas o menos

precisa con la concentracion minima inhibitoria que dicho antibiético.

Para que los resultados del antibiograma de discos sean realmente confiables Se debe, tener

particular cuidado al respecto siguiendo las indicaciones siguientes:

e Los recipientes individuales que contienen los discos deben mantenerse refrigerados de

4-5°C. o almacenados a -20°C

e Hasta que sean utilizados los discos que contienen drogas de la familia de la penicilina
0 de las cefalosporinas deben mantenerse siempre congelados, excepcion de una
pequefia cantidad de discos para el trabajo diario, los cuales pueden mantenerse
refrigerados hasta por una semana.

e Los nuevos recipientes con discos de sensibilidad deben colocarse a temperatura
ambiente antes de abrirlos para ponerlos en uso.

e Los dispensadores que contienen discos para pruebas de susceptibilidad deben
almacenarse con un desecante en el refrigerador pero debe permitirse que alcancen la
temperatura ambiente antes de ser utilizados.

e Se debe desechar todo disco cuya fecha de expiracion, expresamente puesta por la casa .
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

2.1. Localizaciény duracion del experimento.

La presente investigacion se realizé en la Unidad Académica y de Investigacién Bovinos de
Leche en la “Estacion Experimental Tunshi, de la Escuela Superior Politécnica de
Chimborazo, Facultad de Ciencias Pecuarias” la misma que se encuentra ubicada a 12 km
de la ciudad de Riobamba — Licto, provincia de Chimborazo con una longitud de 79°40
Oeste, una longitud de 0.1° 65" Sur y una altitud de 2750 m.s.n.m. Para el cultivo y
antibiograma se realizara en el laboratorio de Biotecnologia y Microbiologia Animal de la
Facultad de Ciencias Pecuarias tal como se observa en la tabla 8-2.

Tabla 8-2: Condiciones Meteoroldgicas de la Estacion Experimental Tunshi.

Pardmetros Promedios
Temperatura , °C 13.10
Humedad relativa, % 71
Precipitacion, mm/afio 558.60
Heliofania, horas luz 8.5

Fuente: Estacion Meteorologia, Facultad de Recursos Naturales. ESPOCH (2019)

Realizado por: Quilapanta Guman Anabell, 2021

La presente investigacion tendra una duracién de 60 dias, distribuidos de la siguiente

manera: Seleccion de los animales para el trabajo, aplicacion de los tres métodos de
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diagndstico para deteccion de mastitis subclinica, cultivo y antibiograma de las muestras;
tratamiento, evaluacion de las variables de estudio, tabulacion de datos y presentacion del
informe final .

2.2. Unidades experimentales

Para el desarrollo del trabajo experimental se utilizaran 16 vacas en produccion que sera

tomado como unidades experimentales.

2.3. Materiales, Equipos, Reactivos e Instalaciones.

2.3.1. Materiales de trabajo

e Overol

e Botas

e Mascarilla
e Mandil

e Cofias

e Vacas Holstein

2.3.2. Materiales de oficina

e Computadora

e Registros

e Lapiz

e Libreta

2.3.3. Materiales de campo

e CMT (California Mastitis Test)
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2.3.4. Materiales de laboratorio

e Agares( Columbia/ Mueller Hinton )
e Frascos de vidrio estériles con tapa rosca
e Marcador permanente.

e Tubos de ensayo estériles.
e Gradilla

e Probeta

e Reverbero

e Léampara de alcohol

e Franela

e Toallas absorbentes

e Algoddn

e Tubos de vidrio estériles

e Cajas Petri

e Hisopos estériles

e Asay aguja de inoculacion
e Placas portaobjetos

e Discos de antibidticos

e Pinza para discos

e Agua Destilada

e Alcohol Industrial

e Sangre (Equino)

e Kit para tincion Gram: cristal violeta, lugol, acetona y safranina

Regla

2.3.5. Equipos

e Equipo Draminski

e Equipo Milk Checker
e Equipo de Ordefio

e Microscopio

e Autoclave
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e Refrigerador

e Estufa Bacterioldgica

e Balanza

e Cémara de Flujo Laminar

e Cuenta Colonias

2.3.6. Instalaciones

e Corrales
e Sala de ordefio

e Laboratorio

2.4. Tratamientos y disefio experimental

La investigacion no corresponde a un tipo disefio experimental, se va a trabajar con una
estadistica descriptiva a través de Frecuencia mediante tres métodos de diagnostico; Milk
Checker, Draminski y CMT.

2.5. Mediciones experimentales

Las variables que se tomaran en consideracién para el trabajo experimental se detallan a

continuacion.

e Incidencia de mastitis subclinica en el hato, %.

e Eficacia de los tres métodos de deteccion, %.

e Identificacion de los cuartos infectados de acuerdo al periodo de lactancia %.
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Identificacion de Bacterias Gram positivas y Gram negativas causantes de la mastitis

subclinica %.

Cultivo de Bacterias ,UFC

Antibiograma del cultivo, %.

Costo del Cultivo y Antibiograma, $.

2.6. Analisis estadisticos

Andlisis Estadistico Descriptivo:

e Medidas de tendencia central

e Promedio

e Desviacion Estandar

2.7. Procedimiento experimental

Las actividades que se realizaron en la presente investigacion se indican a continuacion:

2.7.1. Actividades de campo

2.7.1.1. Manejo de animales
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Los animales antes durante y después del ordefio deben ser tratados de manera adecuada
de acuerdo a las buenas practicas zootécnicas, tomando en cuenta algunas de las practicas
como son un buen manejo al trasladar a los animales a la sala de ordefio se trabaj6 con 16
animales en produccion para la investigacion los mismos que fueron ordefiados en horas de
la tarde (3 pm) ,de esta manera se evitara el estrés de los animales, hay que tener en cuenta
también un buen lavado de las ubres antes del ordefio de la misma manera el secado y
sellado de pezones utilizando soluciones de yodo.

2.7.1.2. Alimentacion

Se realizd lo que es el pastoreo en las horas de la mafiana y la tarde mas una adicion de
concentrado en el momento que se encuentren en ordefio, tomando en cuenta que también

se les brindo sales minerales agua a voluntad de acuerdo a sus necesidades.

2.7.1.3. Diagnostico de Mastitis

Antes de realizar el ordefio se procedio a iniciar el diagnostico con la utilizacion de los tres
métodos como son Draminski, Milk Checker y California Mastitis Test (CMT) las mismas
que seran realizadas a las 16 vacas en el mismo momento de ordefio tanto en horas de la
madrugada como en horas de la tarde, de esta manera podremos obtener datos para analizar

cual de los tres métodos es el mas eficaz

2.7.1.4, Identificacion de mastitis Subclinicaen el Hato

Después de haber obtenido los diferentes datos de incidencia de mastitis se procedié a
identificar cuales son vacas positivas a mastitis y que cuartos estan infectados para su

posterior toma de muestras.

2.7.1.5. Toma de muestras

Después de haber realizado el diagnostico se tomé la muestra de los cuartos de las vacas
que dieron positivas de la Estacion Experimental Tunshi se recogio la muestra en frascos
totalmente estériles mismo que sera rotulado de acuerdo al nimero de la vaca y al cuarto
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afectado, las muestras fueron recogidas en el ordefio de la madrugada ademas de eso se

observo las caracteristicas fisicas de la leche.

2.7.1.6. Traslado de las muestras

Las muestras de cada grupo se trasladaron en refrigeracion en un Cooler al laboratorio de
Biotecnologia de la Facultad de Ciencias Pecuarias de la Escuela Superior Politécnica de
Chimborazo, donde se procedio a Identificar Bacterias Gram positivas y Gram negativas
causantes de la mastitis subclinica para su posterior aislamiento bacteriano y la realizacion

del antibiograma.

2.7.2. Actividades de laboratorio

1. Una vez ingresadas las muestras al laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de
Ciencias Pecuarias se identifico la muestra y se empez0 a registrar en datos del
laboratorio.

2. Se procedio a realizar el agar preestablecido para la investigacién tomando en cuenta

los protocolos recomendados por el Laboratorio de Biotecnologia

3. Se realizd el cultivo bacteriolégico de las muestras obtenidas de la Estacion
Experimental Tunshi

4. Una vez establecido los cultivos se procedio a realizar las tinciones bacteriologicas para
identificar tanto bacterias Gram Positivas como Gram Negativas.

5. Una vez obtenido todos los cultivos se procedio a seleccionar las colonias para inocular
las bacterias en la caja Petri y se implantara los discos de antibioticos en estudio

Penicilina, Ciprofloxacina, Tetraciclina).

6. Interpretacion de resultados
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2.8. Metodologia de evaluacion

La metodologia de la evaluacion se realizo de la siguiente manera:

2.8.1. Incidencia de Mastitis

Para determinar la presencia de mastitis, se realizo la prueba de CMT (California Mastitis
Test), Milk Checker, Draminski a las 16 vacas en produccion de la Estacion Experimental
Tunshi.

Los cuartos de cada ubre se codifico con nimeros de acuerdo a la posicion de cada cuarto:

1= CPI: Cuarto Posterior lzquierdo

2= CPD: Cuarto Posterior Derecho

3= CAI: Cuarto Anterior Izquierdo

4= CAD: Cuarto Anterior Derecho

2.8.1.1. Prueba Draminski

1. Sostener el detector de mastitis subclinica debajo de la ubre y exprimir el primer chorro
de leche dentro de la copita de medida.

2. Retirar el instrumento de la ubre para poder leer de una manera clara el resultado

3. Apretar el boton de encendido del detector
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4. Después de la estabilizacion inicial que dura aproximadamente de 1,5 a 2 segundos., la
resistencia eléctrica de la leche se registra en la pantalla.

5. Soltar el boton de encendido y tirar la leche

6. No se olvide de anotar el resultado.

7. Sosteniendo el detector de mastitis subclinica por el mango, sumergir la copita de
medida en el balde, baldes o recipiente con agua caliente para quitar los residuos de
leche.

8. La copita de medida (en particular los electrodos), se pueden limpiar con tapones de
algodon en vez de remojarlos en agua caliente.

9. Repetir este procedimiento para cada una de las ubres.

2.8.1.2. Prueba de CMT

1. Para realizar esta prueba se necesita de paletas de plastico con recipientes de 7 cm de
didmetro por 2 cm de alto, un dosificador y el reactivo para California Mastitis Test.

2. Enlas 16 vacas se tomaron muestras de leche (2ml) individualmente de cada cuarto, en
la paleta de diagnostico, se adiciono igual cantidad de reactivo california

3. Se procedid a realizar movimiento circular a la paleta para homogenizar la leche con el
reactivo por 20 segundos

4.  Se procedi0 a la lectura de la reaccion observando si hay formacion de grumos o gel.

2.8.1.3. Prueba de Milk Checker

Con Milk Checker, solo se necesitan unos segundos para detectar la mastitis subclinica.

1.

Presione el boton ON / OFF para encender Milk Checker.
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2. Acontinuacion, ordefie la muestra directamente del pezén en la taza colectora, liénelo
casi hasta el borde (unos 20 ml).

3. Presione el botén TEST

4. Lapantalla mostrara el valor absoluto de la conductividad eléctrica (ABS) de la tetina
en la parte superior izquierda de la pantalla. (OBS: los valores en este ejemplo son solo
para fines ilustrativos

5. Vacie la taza de muestreo.

6. Repita el proceso con la segunda ubre

7. Lamedida del segunda cuarto aparecera en la parte superior derecha de la pantalla.

8. Repita con los cuartos restantes. Después de medir el Ultimo cuarto, Milk Checker
mostrara las 4 medidas en el siguiente orden: superior izquierda, superior derecha,
inferior izquierda e inferior derecha.

9. Presione el boton TEST nuevamente para mostrar la diferencia de conductividad
eléctrica (DIF). Mostrara la diferencia de medidas con el pezén con la conductividad
eléctrica mas baja (mostrando el valor 0.0) en el orden de menor a mayor.

10. Después de terminar la prueba, presione el boton RESET para borrar la pantalla y luego
realice la prueba en la siguiente vaca.

2.8.2. Cultivo de Bacterias.

Se etiquetaran los frascos para el muestreo (fecha, vaca, cuarto afectado). Tomando en

cuenta que se debe eliminar la suciedad de la glandula mamaria y de los pezones, mediante

un lavado y secado, antes de proceder a la coleccién de la muestra. Secamos los pezones
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completamente con toallas individuales. Para tomar la muestra se, coloco el frasco a 45°
para la recoleccion de la muestra. Evitando que los pezones tocaran el frasco, llenamos el
frasco de 2 — 3 ml con un méaximo de 5 ml (1-3 chorros).

Los métodos de cultivo que se utilizaran en el laboratorio de Biotecnologia son, la
utilizacion del agar Columbia para hacerle como base al agar sangre y para realizar el

Antibiograma se utiliz6 el agar Mueller Hinton

2.8.2.1. Base Agar Columbia

Tiene el siguiente procedimiento:

1. Disolver 32,76 gramos de medio en 780 ml de agua destilada en frascos Herméticos.

2. Distribuir en tres frascos herméticos de 400 ml la solucion

3. Calentar hasta ebullicion en la plancha de agitacién magnética, agitando, para su total

homogeneizacion.

4. Autoclavar a 121 °C durante 45 minutos mas los hisopos y el asa de cultivo

5. Enfriar por 15 minutos, Si se desea mayor sensibilidad,

2.8.2.2. Preparacion de agar Sangre

Tiene el siguiente procedimiento:

1. Agregar de 3 a 5 % de sangre desfibrinada estéril al medio esterilizado fundido y
enfriado a 45 -50 °C

2. Homogenizar y distribuir en placas Petri estéril.
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3. Conelasa de cultivo distribuir a manera de estria la muestra en cada una de las cajas

4. Dejar las cajas en la Estufa por 48 horas para posteriormente observar el crecimiento
bacteriano en una temperatura de 37 a 39 °C.

2.8.3. Tincion de Bacterias Gram

Una vez estabilizado el aislado bacteriano, realizar la tincion Gram con cada una de las

colonias:

1. Se tomo una pequefia muestra de cada colonia y fue diluida en solucién salina que sera

colocado en el porta objetos.

2. Con ayuda del mechero filamos la muestra, sin calentar mas de lo que la mano puede

soportar.

3. Se coloco cristal violeta esperar 1 minuto y enjuagar.

4. Se colocd Lugol esperar 1 minuto y enjuagar.

5. Se coloc6 alcohol cetona esperar 1 minuto y enjuagar.

6. Se coloco safranina esperar 1 minuto y medio y enjuagar

7. Secamos la muestra y observamos en el microscopio a 100X

8. Las bacterias tefiidas de color violeta son Gram +y las de color rosa Gram-
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2.8.4. Antibiograma

Para realizar la técnica se utilizara un antibiograma disco- placa y de realizar el siguiente
procedimiento:

1. Primero se seleccioné las colonias

2. Se prepar6 una suspension del inoculo

3. Se utiliz6 agar Mueller Hinton

4. Se prepar6 42,56 gramos de medio en 1120 ml de agua destilada

5. Distribuir en tres frascos herméticos de 400 ml la solucion

6. Calentar hasta ebullicion en la plancha de agitacién magnética, agitando, para su total

homogeneizacion.

7. Autoclavar a 121 °C durante 45 minutos mas los hisopos

8. Distribuir la solucion en cajas Petri

9. Se inoculd la placa en forma de estria

10. Se procedi6 a colocar los discos de antibiéticos
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11. Dejamos incubar a la placa

12. Después del tiempo de incubacion que fue 24 horas se midio las zonas de inhibicién

13. Se interpretaron los resultados

2.8.4.1. Seleccion de colonias

Se seleccionara de 3 a 5 colonias diferenciandolas por sus caracteristicas de forma, color,

tamafio del microorganismo patogeno que se va a analizar.

Se tomara las colonias con un hisopo de algodon y de colonias bien aisladas en el cultivo.

2.8.4.2. Colocar discos de antibiogramas

Primero se debe tener los discos fuera del congelador para que estén a temperatura
ambiente. Se colocara los discos dentro de los 15 minutos siguientes de la inoculacion en la
placa de Petri. Se procedera a colocar uno a uno los discos, presionando cada disco para

asegurarnos que tengan contacto con la superficie de la placa.

2.8.5. Costo del Cultivoy Antibiograma, $.

El analizar el costo del cultivo y antibiograma como un indicador se estimé mediante el

andlisis de costos por unida
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CAPITULO 111

3. MARCO DE RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Incidencia de mastitis subclinica en el hato de la Estacion Experimental
Tunshi de la FCP-ESPOCH.

De acuerdo como se observa en el grafico niamero 1-3 pudimos determinar la incidencia de
mastitis en el hato ganadero de las 16 vacas en produccion de la Estacion Experimental
Tunshi; de acuerdo a los tres métodos de diagnostico de mastitis aplicados se determind que
la mayor incidencia de mastitis se detectd con California Mastitis Test (CMT) con 87.5 %;
Milccheiker 81.25% y Draminski 12.5%.
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10

DRAMINSKI MILK CHECKER CMT
Métodos de Diagnostico

Gréfico 1- 3. Incidencia de mastitis subclinica en el hato de la Estacion experimental
Tunshi de la FCP-ESPOCH

Realizado por: Quilapanta Guaman Anabell, 2021

Esto posiblemente se deba a que CMT es un método cualitativo que resultdé ser mas
sensible, (Herndndez & Beltran, 2016 :pag.1) mencionan que este métodos funciona con un

reactivo Alquilauril Sulfonato de sodio al 3% que al mezclarse en igual cantidad el reactivo
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disuelve o rompe las paredes celulares externas y las nucleares de cualquier leucocito,
constituidas principalmente de grasa, el ADN se libera desde el nlcleo y se gelifica

formando una masa fibrosa.

(Padilla, 2007,p.75) Al evaluar dos métodos de diagndstico de mastitis subclinica en la Estacion
Experimental Tunshi de la FCP-ESPOCH, se pudo determinar que la incidencia dentro del
hato fue de 49,49%; asi mismo (Velasquez, 2019 pé4g. 63) Segun su investigacion realizada en
los meses de julio, agosto y septiembre del 2018, la incidencia de mastitis dentro del hato
fue de 55,56%.

Pudiéndose observar que los valores son menores en relacion a los obtenidos en la presente
investigacion; se puede identificar que existe un incremento de la incidencia conforme
pasan los afios esto posiblemente se deba a distintos factores como son ; condiciones de
estrés del animal ,factores asociados a la vaca como son edad , etapa de lactancia en la que
se encontraban asi también puede deberse a el golpe de las ubre con los corvejones en el
momento del traslado de los animales, la calidad del agua

Coincidiendo con (Rodriguez, 2005, p.12) donde manifiesta que el mayor nimero de casos de
mastitis se da durante el periodo seco y la primera etapa de lactancia haciendo notar que la
etapa de lactancia es un factor predisponente en la aparicion de la enfermedad.

En cambio (Proafio & Utreras, 2014, p.9) menciona que la presencia de mastitis se da por
diferentes factores gue interacttan entre, si es asi que esta enfermedad puede ser ocasionada
por malas practicas de ordefio, de la misma manera (Molina & Rivadeneira, 2017, p. 30)
menciona que la causa de mastitis subclinica esta influenciada por factores fisicos como
heridas ocasionadas por golpes ya que al causar infecciones se incrementa la posibilidad de
entrada de bacterias patdgenas a la glandula mamaria a través de dafios en la piel o el canal

del pezon

Ademas (Alvarez, 2018, p. 19) sefiala que la utilizacién de agua de mala calidad, no potable,
influye negativamente ya que es utilizado en el sistema de lavado de los implementos y

equipo de ordefio.
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Por otra parte (Conlago & Bonifaz,2016, p. 5) determinaron un 70% de incidencia es su
investigacion realizada en la region Oriental de la provincia del Azuay mediante el método
CMT, pudiéndose observar que este valore es menor en relacion a los obtenidos en la
presente investigacion, esto posiblemente se deba a condiciones nutricionales, ambientales
estos pueden ser épocas del afio, humedad se puede mencionar también factores como la

raza.

Es asi que (Corbellini, 2017, p. 3) en efecto sefiala que la condiciones climaticas, nutricionales,
suelen agravar los casos subclinicos, aumentando la prevalencia de casos clinicos, (Watson,
1984, p. 82) recalca que las plantas que contienen una mayor actividad estrogénica ayudan a
desencadenar procesos inflamatorios de la glandula mamaria entre ellos esta el trébol, pasto
azul, trigo, cebada, etc.

Igualmente otros de los factores que pueden contribuir a dar resistencia o susceptibilidad a
los animales es la raza a la cual pertenece el animal tal como manifiesta (Echeverria, 2014, p.
58)  coincidiendo con (Santivafies & Biffa , 2013, p. 6) que manifiestan que segun algunos
estudios las vacas Holstein tienen un mayor riesgo de sufrir mastitis a comparacion de la
raza Jersey.

3.2. Eficaciade los tres métodos de deteccion, %.

Como se observa en el grafico 2-3 al determinar la eficacia mediante los tres métodos de
diagnostico se observo que con (CMT) se obtuvo 92,18% de muestras correctos con
referencia a Milk Checker con 89,05% y Draminski con 65,62% al determinar las pruebas
incorrectas con CMT se obtuvo 7,81% en comparacion con Milk Checker y Draminski con
19,93% vy 34,37 % respectivamente.
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Grafico 2-3: Eficacia de los tres métodos de deteccion

Realizadopor: Quilapanta Guaman Anabell, 2021.

El que sea CMT el método mas eficaz probablemente se deba a que CMT es valorado
segun la experiencia y existe una gran variabilidad en sus interpretaciones, tal como
manifiesta (Medina& Montalvo, 2013, p.12) donde destaca que es una prueba subjetiva ya que las
interpretaciones de la reaccion de gelificacién depende de la apreciacion personal del

técnico.

De la misma manera (Blowey & Edmonson, 1995; citado por Gonzales, 2014) sefialan que CMT 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.

(Sénchez et al , 201,5 p. 48) en su trabajo de investigacion sefiala que al hacer una comparacion
entre dos metodos de diagnostico para mastitis subclinica encontré que el método mas
eficaz es CMT con 96,05% de diagnosticos correctos y un 3,95% de incorrectos
coincidiendo con las interpretaciones de la presente investigacion ,es asi que (Radostits, 2016,
p. 716) manifiesta que CMT en comparacion con Draminski es un equipo que ayuda a
identificar mastitis clinica con precisién pero en el caso de las mastitis subclinicas la
precision es solo del 50% ,de esta manera se puede corroborar de que CMT es el método

mas eficaz .

56



3.2.1. ldentificacion de los cuartos infectados de acuerdo al periodo de lactancia %.

Al hacer el anlisis del grafico 3-3 sobre la identificacion de cuartos infectados de acuerdo
al periodo de lactancia se determind que; en el dltimo tercio de lactancia hay un 41,38% de
cuartos infectados seguido del segundo tercio con 37.93% Yy con un porcentaje menor en

comparacion con las anteriores, el primer tercio con 20,69%.
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(1/3) (2/3) (3/3)

Etapas de Lactancia

Gréfico 3-3: % de cuartos infectados de acuerdo a la etapa de lactancia del hato de la
Estacion Experimental Tunshi (ESPOCH)

Realizado por: Quilapanta Guaman Anabell, 2021.

Posiblemente eso se deba a que en el periodo seco que estd dentro de la ultima fase de
lactancia la glandula mamaria se encuentra mas susceptible a contraer infecciones ya que
durante este periodo se vacia completamente la ubre y se dejan de realizar algunas practicas
de ordefio como el despunte y el sellado pre-ordefio, otro de los factores que pudieron
influir pudo haber sido la edad y el nimero de lactancias.

Tal como menciona (Escobar & Castillo, 2015, p.43) las tasas de infeccion intramamarias de
patégenos ambientales son mucho mayores en el periodo seco que durante la lactacion
conciderando mayor suseptibilidad en las dos semanas posteriores al secado y dos semanas
antes del parto. Coincidiendo con (Ruegg, 2017, p. 68) donde indica que el comienzo y el final
del periodo de vaca seca son momentos de alto riesgo para el desarrollo de mastitis
subclinica.
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Ratificando con esta investigacion (Avila, 2016, p. 4) plantea que, la elevada incidencia de
infeccion durante el periodo seco puede deberse a que el vaciado y eliminacion de bacterias
que colonizan el canal del pezon durante el ordefio se termina, el canal del pezén se dilata y
se acorta debido al interrupcion del ordefio permitiendo la entrada facil de bacterias hacia el

interior de la ubre.

Investigaciones realizadas por (Novoa & Mata, 2015, p. 67) sefialan que a medida que aumenta el
nimero de lactancias disminuye la efectividad del canal del pezdn como barrera a la entrada
de agentes patdgenos, de la misma manera la edad ya que animales mas viejos tienen un

pezon mas dilatado por ende mas susceptibles a infecciones.

(Mercado & Escobar, 2016, p. 70) al hacer su investigacion sobre la determinacion de la mastitis
subclinica y su correlacion con el periodo de lactancia identifico que efectivamente la mayor
parte de cuartos infectados estuvieron en el tercer tercio de lactancia seguidamente del
segundo tercio y por Ultimo el primero tercio, igualmente (Coronel, 2017, p. 49) en su
investigacion coinciden que en el tercer tercio de lactancia existe un mayor nimero de

cuartos infectados

(Chasi, 2015, p. 66) Por el contrario encontrd en su estudio realizado en Cayambe-Ecuador que
los animales en la segunda etapa de lactancia presentaron mayor numero de cuartos
infectados esto se puede asociar a que la infeccion se puede presentar en cualquier periodo
debido al mal manejo higiénico durante el ordefio y al no tratamiento de la ubre durante el

periodo seco.

Por otra parte de acuerdo como se observa en al grafico 4-3 donde se puede identificar el
porcentaje de cuartos infectados de mastitis subclinica de acuerdo a la ubicacion en la
glandula, se determina que, los cuartos que presentaron mayor infeccion fueron: los
posteriores, izquierdo con 44,83% y derecho con 34,48%, y con un porcentaje menor fueron
los cuartos anteriores, derechos con 13,79% e izquierdos con 6,90%.
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POSTERIOR
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Grafico 4-3: % de cuartos infectados de Mastitis Subclinica de acuerdo a la ubicacion en la
glandula mamaria del hato de la Estacion Experimental Tunshi (ESPOCH)

Realizado por: Quilapanta Guaman Anabell, 2021.

Los cuartos posteriores al ser los mas infectados seguramente se deba a la locomocion de
los animales ya que al momento de trasladarse de un lugar a otro existe el golpe de los
corvejones con las ubres, y a su vez por ser estos cuartos los que almacenan la mayor

cantidad de leche a comparacién de los anteriores.

Pese a que (Homan, 2012, p. 63) afirma que la ubre de la vaca parece ser una unidad, esta
constituida por diferentes glandulas mamarias, o cuartos, que funcionan en forma
independiente y cada uno expulsa leche a través de un pezon independientemente

Asimismo (Magarifios, 2014, p. 93) manifiesta que los cuartos posteriores son mas desarrollados
y producen el 60% de leche con relacion a los anteriores que secretan el 40% entonces se
coincide con lo expuesto anteriormente ya que al ser mas productores de leche estan
mayormente propensos a una infeccion por mastitis (Molina & Rivadeneira, 2017, p. 30) sefialan
que la causa de mastitis subclinica estd influenciada por factores fisicos como heridas
ocasionadas por golpes, en este caso como se menciond anteriormente es provocado por el
golpe de los corvejones hacia las ubres al momento del traslado de los animales
provocando infecciones e incrementando la posibilidad de entrada de bacterias patgenas a
la glandula.
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Finalmente (Padilla, 2007, p. 109) al evaluar dos métodos de diagndstico de mastitis subclinica
en la Estacion Experimental Tunshi de la FCP-ESPOCH coincide con esta investigacion al

mencionar que los cuartos posteriores presentaron mayores indices de mastitis.

3.3. Identificacion de bacterias Gram positivas y Gram negativas causantes de la

mastitis subclinica %.

El analisis Bacteriologico para identificar las bacterias tanto Gram Positivas como Gram
Negativas, causantes de la mastitis subclinica se realizo en el laboratorio de Biotecnologia y
Microbiologia Animal de la Facultad de Ciencias Pecuarias, reportd que el 100% de las
muestras obtenidas en las 14 vacas en produccion son Gram Positivas como se puede
observar en el grafico 5-3, de la misma manera al identificar el agente etiologico causante
de la mastitis, se determiné el 51,4% son Staphylococcus aureus y el 48,6% corresponde a

Bacilos sospechosamente.

100
90
80
70
60
50
40
30
20

% Bacterias Causantes de Mastitis
Subclinica

10

® Bacilos, Gram + ® Staphylococcus aureus, Gram +
Agentes Etioldgicos

Gréfico 5-3: Identificacion de bacterias Gram positivas y Gram negativas causantes de la
mastitis subclinica %.

Realizadopor: Quilapanta Guaman Anabell, 2020.
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Al ser Staphylococcus aureus Gram + el agente etiologico que posiblemente sea en su
mayoria causante de mastitis subclinica en el hato de la Estacion Experimental Tunshi
probablemente se deba a que es un género de bacteria que se presentan con mayor
frecuencia en la mayoria de explotaciones siendo un agente contagioso muy importante que
probablemente este se disemine principalmente en el momento del ordefio, las pezoneras del

equipo de ordefio, las manos del ordefiador.

(Yarder, 2017, p. 24) En concreto sefiala que la mastitis producida por agentes contagiosos
cuyo principal o Unico reservorio que alberga los patdgenos es la glandula mamaria bovina,
su medio de transmisién es durante el ordefio es decir de vaca a vaca

Es asi que (Gamboa &Gonzalez, 2014, p. 23) manifiestan que en su mayoria las bacterias que
causan esta enfermedad son Gram positivas del género Staphylococcus aureus con un 75%
mas que otras bacterias, asimismo (Corbellini, 2017, p. 2) €n su investigacion mencionan que
en promedio se estima que soOlo el 1 % de los cuartos mamarios de un hato tienen
infecciones por bacterias Gram —, al contrario con una tasa del 35-50 % por bacterias Gram
+ en un mismo periodo de tiempo .

Coincidiendo con esta investigacion (Bedolla & Cedefio, 2016, p.7) ratifican que aunque varios
patdégenos pueden causar la mastitis, Staphylococcus aureus es el primer agente etioldgico
en la mayor parte del mundo que es el mas prevaleciente dentro de la glandula mamaria ya
que es muy dificil de erradicar y causa pérdidas econdmicas considerables en la industria

de la leche.

En relacion con lo expuesto anteriormente (Méndez, 2014, p. 61) al realizar su investigacion
sefiala que, las bacterias patdgenas encontradas en la leche procedente de la hacienda
Tunshi, registraron mayor cantidad de Bacterias Gram Positivas que Gram Negativas,
prevaleciendo entre estas el géneros Staphylococcus y grupo Bacilos coincidiendo estos
datos con nuestra investigacion tomando en cuenta que es una investigacion realizada en el
mismo lugar es asi que nos podemos dar cuenta que a medida que pasaron los afios la
presencia de estas bacterias siguen siendo frecuentes esto puede ser porque son bacterias

que son dificiles de erradicar
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3.4. Cultivo de bacterias, UFC.

En base a lo detallado en la tabla 4-3 de la UFC , de vacas positivas a mastitis del hato de la
Estacion Experimental Tunshi realizado en el Laboratorio de Biotecnologia y Microbiologia
Animal de la Facultad de Ciencias Pecuarias se determind que, un 51,4% son B hemoliticas
con una coloracion amarilla, un 48,6% no hemolitica de color crema con un tamafio de colonia
mayor que oscila entre 4 a 6mm y un tamafio menor que esta entre 1 a 2mm ,100% tincion
Gram +, lo que da paso a poder identificar sospechosamente una infeccion por
Staphylococcus aureus segun su morfologia y Bacilos.

Tabla 9-3: Cultivo de bacterias UFC, del hato la Estacion Experimental Tunshi FCP

N° N°VACA  MUESTRAN°® COLOR COLONIA HEMOLISIS  DIAMETRO DE COLONIA TINCION GRAM IDENTIFICACION
AMARILLO (+) 3-4mm GRAM(+) Staphylococcus

1 544 c1 CREMA () 2-4mm GRAM(+) Bacilos
AMARILLO (+) 1-2mm GRAM(+) Staphylococcus

c1 CREMA (-) Pequefias e incontables GRAM(+) Bacilos
AMARILLO (+) 4-3mm GRAM(+) Staphylococcus

2 617 c2 CREMA (-) 4mm GRAM(+) Bacilos
AMARILLO (+) 1-2mm GRAM(+) Staphylococcus

Cc1 CREMA (-) 1-2mm GRAM(+) Bacilos
AMARILLO (+) 2-3mm GRAM(+) Staphylococcus

3 605 c2 CREMA (-) Imm GRAM(+) Bacilos
AMARILLO (+) 2-3mm GRAM(+) Staphylococcus

c1 CREMA (-) 1mm GRAM(+) Bacilos
AMARILLO (+) 1-2mm GRAM(+) Staphylococcus

c2 CREMA (-) imm GRAM(+) Bacilos
AMARILLO (+) 1mm GRAM(+) Staphylococcus

4 616 ca CREMA (-) Pequefias e incontables GRAM(+) Bacilos
AMARILLO (+) imm GRAM(+) Staphylococcus

c1 CREMA (-) 1-2mm GRAM(+) Bacilos
AMARILLO (+) 3mm GRAM(+) Staphylococcus

5 631 ca CREMA (-) 2mm GRAM(+) Bacilos
Cc1 AMARILLO (+) Pequefias e incontables GRAM(+) Staphylococcus
AMARILLO (+) Pequefias e incontables GRAM(+) Staphylococcus

6 618 c2 CREMA (-) 1-2mm GRAM(+) Bacilos
c1 AMARILLO (+) 2-3mm GRAM(+) Staphylococcus
7 591 c2 AMARILLO (+) 2-3mm GRAM(+) Staphylococcus
AMARILLO (+) 1-2mm GRAM(+) Staphylococcus

c1 CREMA () 3-4mm GRAM(+) Bacilos
AMARILLO (+) imm GRAM(+) Staphylococcus

8 634 c2 CREMA (-) 1-2mm GRAM(+) Bacilos

c1 CREMA () 6-4mm GRAM(+) Bacilos

9 565 ca CREMA (-) 3-4mm GRAM(+) Bacilos
AMARILLO (+) Pequefias e incontables GRAM(+) Staphylococcus

c1 CREMA () 2-3mm GRAM(+) Bacilos
AMARILLO (+) Pequefias e incontables GRAM(+) Staphylococcus

10 572 Cc2 CREMA (-) 1-2mm GRAM(+) Bacilos

Realizado por: Quilapanta Guaman Anabell, 2021.

Posiblemente la presencia de hemolisis B en su mayoria dentro del cultivo bacteriano se deba a
que la mayor parte sospechosamente son bacterias del género Staphylococcus aureus las
mismas que dentro de sus caracteristica presentan hemolisis cuando se cultiva en agar sangre,
entonces de acuerdo a lo manifestado (Estrella & Cervantes, 2017, p. 3) coinciden con esta

investigacion al decir que las bacterias del genero Staphylococcus aureus se presentan del
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color amarillo o dorado debido a la produccion de carotenoides y que la mayoria de cepas
producen hemolisis B o una hemolisis total alrededor de las colonias sea este cultivado en agar

sangre .

(Poveda, 2013, p. 9) En su manual de Préacticas de Microbiologia Clinica de Veterinaria
manifiesta que al hacer una observacion de microbiota concuerda con que al ser colonias
amarillas son B hemoliticas que de acuerdo a su morfologia estas podrian ser Staphylococcus

aureus.

Es asi que (Sevilla, 2016, p. 2) indica que la hemdlisis beta se refiere a un halo de hemdlisis
completamente claro y la hemdlisis gama se refiere a la ausencia de hemolisis, produciéndose
esta hemolisis por los organismos hemoliticos que liberan enzimas llamadas hemolisina al
medio lo que provocan la destruccion de los glébulos rojos y por ende aparecerd halos
completamente transparentes al contrario de los no hemoliticos que hay ausencia de halos

porgue no se dio destruccion de globulos rojos .

De acuerdo al tamafio de colonias existe una variabilidad tal como sefiala la revista ( Latinoam
Patol Clin Med Lab, 2014, p. 9) Ya que en los medios de cultivo tradicionales la mayoria de las
especies crecen después de incubarse durante 18-24 horas, formando colonias que estan entre
0.5-1.5 mm de diametro tal es el caso de esta investigacion donde efectivamente el diametro
de las colonias fueron muy variadas teniendo diametros sumamente pequefios hasta didmetros

que alcanzaron los 6mm.

De esta manera (Neira & Merchan, 2019, p. 14) en su investigacion realizada en mastitis concuerdan
con nuestra investigacion ya que el porcentaje de hemolisis- 3 es el 60% y no hubo hemolisis
en un porcentaje mucho mas bajo del 30 % al contrario del trabajo realizado por (Younis, 2017, p.
7) donde se encontr6 hemolisis alfa en el 90 % de los aislamientos y hemolisina beta en el

85,45 % Yy solo el 9,09 % de las cepas no fueron hemoliticas.
De esta manera se puede afirmar que la variacion de este tipo de factores de virulencia podrian

ayudar a desempefian un importante papel en la patogénesis de la mastitis, lo cual indica que

es necesario para el establecimiento de Staphylococcus aureus, en la glandula mamaria.
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3.5. Antibiograma del cultivo, %.

Como se observa en el grafico 6-3 del analisis de sensibilidad para bacterias Gram+ aisladas
en el presente estudio mediante el método de Kirby - Bauer del hato de la Estacién
Experimental Tunshi de la FCP-ESPOCH, de una manera general se determiné que el 100%
de las muestras presentaron resistencia a Ciprofloxacina a comparacion del 33,33% con
Penicilina y apenas el 11,11% con Tetraciclina, asi mismo la sensibilidad fue de 86,11% con
Tetraciclina,36,11% con Penicilina y un valor del 0% con Ciprofloxacina por ultimo con un
valor intermedio de 30,56% ,2,78% y 0% para Penicilina ,Tetraciclina y Ciprofloxacina

respectivamente.

100 100
90 86,11

80
70
60

50

36,11

40 33,33 3056

30

Sensibilidad (%)

20 11,11

10
o o . 2,78
0

m RESISTENTE %  ®m SENSIBLE % INTERMEDIO %

Gréfico 6-3: Analisis de Sensibilidad (%) para Bacterias Gram + mediante el método de Kirby
Bauer, del hato de la Estacion Experimental Tunshi de la FCP- ESPOCH.

Realizado por: Quilapanta Guaman Anabell, 2021.

Sin embargo al separar por bacterias los resultados fueron tal como se sefiala en el graficos 7-3
para Staphylococcus aureus aislado en esta investigacion se determind que, el 15,79% de las
muestras presentan resistencia a penicilina ,100% en ciprofloxacina y 10,53% en Tetraciclina,
de igual manera se determiné que hay una sensibilidad en el hato de 21,05% con penicilina, 0%
con ciprofloxacina y 84,21% con tetraciclina, ademas un valor intermedio de 63,16% ,0%,

5,26 % con penicilina, ciprofloxacina y tetraciclina respectivamente.
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Gréfico 7-3: Andlisis de sensibilidad % para Staphylococcus aureus mediante el método de
Kirby —Bauer, del hato de la Estacion experimental Tunshi de la FCP-ESPOCH

Realizado por: Quilapanta Guaman Anabell, 2021.

De la misma manera al observar el grafico 8-3 del andlisis de sensibilidad para Bacilos del
hato de la Estacion Experimental Tunshi se determind que, el 5,88% de las muestras presentan
resistencia a Penicilina ,100% en Ciprofloxacina y 11,76% en Tetraciclina, igualmente se
determind que hay una sensibilidad en el hato de 47,06% con penicilina, 0% con
ciprofloxacina y 88,24% con tetraciclina, ademas un valor intermedio de 47,06% ,0%, 0 % de

penicilina, ciprofloxacina y tetraciclina respectivamente.
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Gréfico 8-3: Andlisis de sensibilidad % para Bacilos mediante el método de Kirby — Bauer,
del hato de la Estacion experimental Tunshi de la FCP-ESPOCH

Realizadopor: Quilapanta Guaman Anabell, 2021. 65



Es asi que tal como se detalla en los graficos la mayor sensibilidad encontramos con tetraciclina
seguidamente de penicilina esto posiblemente se deba a que son medicamentos que se han
suministrado de una manera adecuada 0 a su vez no se suministra con frecuencia dentro de la

explotacion .

Coincidiendo con nuestra investigacion (Casellas, 2016, p. 9) menciona que, para que no exista
una resistencia antibiética cuando se suministre el medicamento este debe ser aplicado como
esta en el instructivo sin interrumpir el tratamiento, en cuanto a resistencia antibiética podemos
observar que dentro del hato existe una alta resistencia a ciprofloxacina, al contrario hay
investigaciones como la de (valero, 2014, p. 41) donde mencionan que el mayor porcentaje de
resistencia se presentd frente a penicilina con un 12,4% seguido por 4,9% a ciprofloxacina esto
se puede deber a que el uso de antibi6ticos en cada explotacion ganadera depende del criterio de

los técnicos responsables.

A pesar de que (Lammler & Castafieda 2011, p.1) manifiesta que la penicilina ha sido el tratamiento
de eleccion para la mastitis bovina desde hace muchos afios las investigaciones realizadas a
nivel mundial reportan esta resistencia como la mas comun, ya que en su mayoria la presencia
de Staphylococcus aureus posiblemente es causante de mastitis, (Pellegrino, 2017, p. 14) Sefiala que
este tipo de microorganismos perduran su infeccion por méas tiempo que el resto y por ende ha
tomado mayor resistencia a nivel mundial pudiéndonos dar cuenta que posiblemente esto se
deba a que dentro de la Estacion Experimental Tunshi el tratamiento para mastitis no siempre

es Penicilinas sino en su lugar se busca alternativas.

La resistencia a ciprofloxacina dentro del hato puede estar vinculado a distintos factores a pesar
de que es un antibiético que no se ha usado como factor terapéutico en los Ultimos afios en la
estacion , probablemente una de las causas pueden ser por la contaminacion del agua con restos
de antibiGticos que provienen de otras explotaciones que atraviesa el proyecto de riego Chambo-
Guano segun (Porter et al.,2015, p.1986) mMmenciona que la excrecién renal es la via principal de
eliminacién en las Quinolonas la misma que puede ser en concentraciones elevadas durante las

primeras 24 horas de administracion
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Pudiéndonos dar cuenta con esta afirmacion que al ser un antibiético excretado por la orina los
restos de antibiéticos serian llevados hacia el agua causando contaminacion (Martinez, 2018, p. 12)
sefiala que no solo la presencia de altas concentraciones de antibidticos causa resistencia sino
también la presencia de estos durante largos periodos de tiempo en concentraciones bajas.

3.6.  Costo del cultivoy antibiograma.

Resulta conveniente realizar un andlisis de laboratorio porque de esta manera se ayudara a
determinar que agente antimicrobiano serd capaz de inhibir el crecimiento de bacterias u hongos
causantes de la infeccion y los resultados de estas pruebas ayudaran a establecer el tratamiento

mas efectivo frente a la infeccién como manifiesta (Morales, 2014 pag. 31)

Segln (Noriega, 2019 pag. 12) el momento oportuno de realizar un antibiograma debe ser cuando
una muestra bioldgica relacionada con un proceso infeccioso se aislé perfectamente un
microorganismo responsable de dicho proceso. De esta manera en base a los resultados el
técnico encargado tendra la facilidad de crear protocolos terapéuticos eficaces para la
incidencia de enfermedades presentes en la explotacion tomando en cuenta que un antibiograma
se lo puede realizar por lo menos una vez al afio dependiendo de la respuesta a los tratamientos
terapéuticos que se esté utilizando

La importancia de los rubros para realizar un andlisis de laboratorio es de igual prioridad que
cualquier otro dentro de la explotacion es asi que realizar un andlisis de laboratorio resulta
beneficiosos para la explotacion ya que gracias a ello se evitara el uso de tratamientos

inadecuados e indiscriminados de farmacos disminuyendo asi la resistencia a antibioticos.

Al realizar un andlisis de costos de laboratorio del valor unitario por muestra tal como se
observa en la tabla 10-3 se llegd a determinar que es de $2,34 USD que resulta ser un valor
beneficioso y conveniente para la explotacion ayudando asi a poner en marcha las buenas

practicas ganaderas .

Tabla 10-3: Analisis de costos del cultivo y Antibiograma por Muestra.
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Producto Unidad Cantidad Precio Unitario Total
Reactivos

Agar Mueller Hinton g 0,76 0,11 011
Agar Columbia g 0,63 0,44 0,44
Agua Destilada ml 35 0,03 0,03
Quit de Tincién ml 1 0,05 0,14
Insumos

Cajas Petri U 3 0,25 0,75
Porta Objetos ] 1 0,05 0,05
Cubre Objetos U 1 0,05 0,05
Hisopos ] 3 0,02 0,02
Discos Antibiotico U 3 0,25 0,75
TOTAL POR

MUESTRA $ 2,34

Realizado por: Quilapanta Guaman Anabell, 2021.
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CONCLUSIONES

Al evaluar la incidencia de mastitis subclinica dentro del hato de la Estacién Experimental
Tunshi el mejor método de diagndstico resultd ser California Mastitis Test (CMT) ya que
fue el mas sensible a comparacion de Milk Checker y Draminski tomando en cuenta que
CMT es un método cualitativo por ende sus interpretaciones serdn valorados segin la
experiencia del productor .

Al efectuar el cultivo bacteriolégico se identificd dos tipos de agentes etioldgicos causantes
de mastitis subclinica siendo estos Bacilos Gram + y sospechosamente en su mayoria

Staphylococcus aureus no hemoliticas y p hemoliticas respectivamente.

Después de haber realizado un antibiograma se determind que existe sensibilidad a
Tetraciclina seguida de Penicilina siendo estas opciones para tratamientos antibioticos
dentro de la Estacién a excepcion de la Ciprofloxacina que presento resistencia, debiendo

evitar realizar tratamiento farmacologico con este producto.
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RECOMENDACIONES

Implementar un mejor sistema de captacion y filtracion de agua de bebida para los animales

y realizar un control de agua mediante un antibiograma para verificar la presencia o no de
antibiéticos producto de residuos de otras explotaciones.

Reforzar las practicas de manejo dentro del sistema de ordefio para asi evitar la trasmision

de microorganismos causantes de mastitis subclinica de una vaca a otra.

Se recomienda utilizar los equipos de diagnostico de acuerdo a las necesidades de cada
explotacion tomando en cuenta el precio de adquisicion y tamafio del hato.

Realizar pruebas de laboratorio que ayuden a identificar de manera mas especifica el agente
causal de la mastitis para asi buscar un tratamiento preciso con antibiéticos que inhiban el
tipo de bacteria encontrada.

Se recomienda realizar un antibiograma por lo menos una vez al afio para de esta manera
poder realizar tratamientos adecuados evitando crear resistencia a cierto tipo de antibiéticos,
tomando en cuenta que también reduciriamos gastos innecesarios
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ANEXOS

Anexo A. Recoleccion de datos de campo

DRAMINSKI MILSHEIKER cMT
CUARTOS MAMARIOS

VACA MUESTRAS C1 C2 C3 €4 C1 C2 C3 €4 Cl c2 c3 c4

o MARANA R1 300 330 350 340 54 TRAZAS TRAZAS N N
g 503 TARDE R2 310 360 340 340 TRAZAS TRAZAS N N
= MARANA R3 310 340 340 320 X X N N
< TARDE R4 270 280 300 280 X X N N
o MARANA Rl 370 370 350 360 X N N N
g s TARDE R2 370 380 370 390 X N N N
2 MARANA R3 340 340 360 350 X N N N
< TARDE R4 350 360 360 380 X N N N
" MARANA R1 390 380 440 400 TRAZAS TRAZAS N N
g TARDE R2 370 350 410 370 TRAZAS TRAZAS N N
Z 57 MARANA R3 350 380 370 380 X TRAZAS N N
< TARDE R4 370 380 340 360 X TRAZAS N N
< MARANA Rl 370 380 390 380 TRAZAS TRAZAS N N
g TARDE R2 370 370 370 390 TRAZAS TRAZAS N N
czt i MARANA R3 340 320 360 360 X X N N
TARDE R4 320 330 350 350 X X N N

" MARANA R1 350 330 340 330 X X N N
g TARDE R2 370 360 360 350 X X N N
z2 605 MARANA R3 330 310 330 320 X X N N
< TARDE R4 290 310 290 290 X X N N
© MARANA Rl 260 370 360 370 TRAZAS TRAZAS N X
g 616 TARDE R2 360 350 360 360 TRAZAS TRAZAS N X
Z MARANA R3 250 340 350 350 TRAZAS TRAZAS N X
< TARDE R4 360 360 360 360 TRAZAS TRAZAS N X
~ MARANA R1 370 330 360 320 X N N XX
g 631 TARDE R2 340 340 340 320 X N N XX
= MARANA R3 340 360 350 310 X N N XX
< TARDE R4 330 340 310 350 X N N XX
” MARANA R1 330 320 330 330 XX XX N N
g 618 TARDE R2 350 360 360 270 XX XX N N
2 MARANA R3 330 320 340 330 XX XX N N
< TARDE R4 320 330 320 330 XX XX N N




Continuacién del ANEXO A:

ANEXO 11 ANEXO10 ANEXO9

ANEXO 12

ANEXO 14 ANEXO 13

ANEXO 15

ANEXO 16

Realizado por: Quilapanta Guaman Anabell, 2021.

MARNANA R1 350 340 350 340 61 61 56 59 N N N N
TARDE R2 320 320 330 330 61 59 59 61 N N N N
630 MANANA R3 340 340 61 6,1 N N N N
TARDE R4 340 340 59 59 N N N N
MANANA R1 310 320 6,1 6,1 TRAZAS X N N
TARDE R2 330 310 56 56 TRAZAS X N N
>l MARNANA R3 320 330 6,1 61 TRAZAS X N N
TARDE R4 300 310 6,1 6,1 TRAZAS X N N
MARANA R1 380 350 53 56 TRAZAS TRAZAS N N
TARDE R2 330 290 59 6,1 TRAZAS TRAZAS N N
634 MARNANA R3 340 290 59 59 TRAZAS TRAZAS N N
TARDE R4 350 320 59 59 TRAZAS TRAZAS N N
MARNANA R1 250 330 59 56 XX XX N N
TARDE R2 260 320 59 53 XX XX N N
600 MARNANA R3 240 320 61 61 XX XX N N
TARDE R4 270 320 61 61 XX XX N N
MARNANA R1 340 360 59 59 X N N TRAZAS
TARDE R2 370 360 56 56 X N N TRAZAS
565 MARNANA R3 340 380 61 61 X N N TRAZAS
TARDE R4 300 350 61 61 X N N TRAZAS
MARNANA R1 310 360 64 64 TRAZAS X N N
TARDE R2 320 330 64 64 TRAZAS X N N
N MARNANA R3 370 330 59 59 TRAZAS X N N
TARDE R4 350 320 6,1 61 TRAZAS X N N
MARNANA R1 400 410 56 53 N N TRAZAS N
TARDE R2 320 350 53 53 N N TRAZAS N
594 MARNANA R3 380 380 360 380 59 53 56 53 N N TRAZAS N
TARDE R4 420 410 410 400 53 53 56 59 N N TRAZAS N
MARNANA R1 340 340 330 340 61 61 59 59 N N N N
TARDE R2 360 350 350 360 56 59 56 59 N N N N
619 MARNANA R3 360 370 370 360 61 56 59 56 N N N N
TARDE R4 330 340 340 330 62 61 61 59 N N N N




Anexo B. Equipos para diagnostico de mastitis

ILK CHECKER

[ |

DIFFERENTIAL GUIDE
0.5 - 1.0 = mild infection

T



Anexo D. Toma de muestras

Anexo E. Preparacion del Agar Columbia




Anexo F. Bacilos Gram + presentes en el cultivo

Anexo G. Staphylococcus aureus Gram + presentes en el cultivo




Anexo H. Crecimiento Bacteriano




Anexo J. Antibiograma




Anexo K. Certificado de Laboratorio de Microbiologia Y Biotecnologia Animal

ESPOCH

ESCLUELA SUPERIOR MOLITECHICA DE CHIR BORAZC

CERTIFICADD

& QUIEN CORREZPONDA

Tengo a hien Cesfiicar que of Sra. Anabell Estefania Quiapants Guamdn con G DB0STES040,
realizd &n &l Labomlorio de Biolecnologla y Microbiologia las prusbas microbiddgices,
orrespondiente 2l Tema, “DIAGHOSTICO DE MASTINS SUBCLINICA MEDWANTES
TRES METODOS PARA EL COMTROL ¥ TRATAMIENTO EN VACAS HOLSTEIN®, babap
realizado en la Facullad de Ciencas Pecuarias de la ESPOCH, mismo que fus desamolada
desde sl 96 de Dicembre del 2020 hasta o 11 de Enero del 3021,

Ex iodo cuanio pued o cerificar en hanor 3 la werdad, aulorizando & inleresads hacer usa
delpresente an lo que bien berens.

Ricbamia, 12 de Abdl def 2021

Almlamente
Ing. Cristian Vimas
DECAND DE LA FACULTAD DE TECHICO DEL LABORATORIO DE
CIENCIAS PECUARIAS BIOTEGHOLOGIA ¥

MICROBIOLOGIA



Anexo L. Resultados de Laboratorio de Microbiologiay Biotecnologia Animal.

JOSE
VICENTE
TRUJLLD
VLA LABORATORIO
Cultivo de Bacterias
N Jvaca pavestrarn | coworcowoma  [rEmousis | mameTRo oe covoma TINCION GRAM IDENTIFICACION
AMARILLDY i+ 3-4mm GRAM| =] Staphyl acoccus
1 544 [l CREML {=} F-4mm GRAM| =) Eacillos
AMARILLDY i+ 1-3mm GRAM |+ Stapbyl ocoocus
1 CREMS {=) Peguefias e incontables GRAM |+ Bacillos
ANSRILLD i+ 4-3mm GRAM (%) Staphyl ocoocus
2 817 2 CRENS i} Amam GRAM[+] Eacilos
AMARILLDY i+ 1-3mm GRAM |+ Smgmamncus
[l CREM i=} 1-3mm GRAM| =] Eacilos
AMARILLDY i+ 2:3mm GRAM|+) Stapbyl ocoocus
3 BIS (] CRENS i 1mam GRAR|+] Eacion
AMARILLDY i+ 2-3mm GRAR[+] Staphyl ococcus
(=1 CRENS i~ 1mam GRAR| =] Eacios
AMARILLDY i+ 1-2mm GRAM |+ S1=|Emamncus
2 CRENA i Irmam GRAM)| =] Bacillns
AMARILLDY i+ imam GRAM|+) Staphyl ocoocus
4 BlE A CRENS i Pequedias & incontables GRAR|+] Eacion
AMARILLDY i+ 1mam GRAR[+] Staphyl ococcus
1 CRENS i~ 1-Zmim GRAR| =] Eacios
AMARILLDY i+ Imam GRAM|+) Staphyl ococcus
5 631 4 CRENMS, =} Imam GRAM| =] Eacilos
1 AMARILLDY i+ Feguefas e Incontabl es GRAM =) Staphyl acoccus
AMARILLD i+l Peguefias e incontables GRAM (=) Staphyl ococcus
B B1E 2z CRENIA i~ 1-Zmm GRAM| =) Eaclos
[ AMARILLLY 2-3mm GRAM |+ Staphiylocoocus
¥ 531 2 AMNARILLLY 2-3mm GRAM |+ Staphyl ocoocus
AMARILLDY 1-Zmm GRAM =) Staphyl acoccus
1 CRENA F-4mim GRAM |+ Eacilos
AMARILLDY Imam GRAM |+ Stapheyl ocoocus
2 B34 2 CREN 1-3mim GRAM | +) Eacilos
1 CRENS B-4mim GRAM |+ Eacilos
@ 5E5 ca CRENS F-4mim GRAM[+] Eacilos
AMARILLDY i+ Pequedfias & incontables GRAM |+ Staphyl ocoocus
[l CREMI i=} 23mm GRAM| =] Eacillos
AMARILLDY i+ Pequedias e incontables GRAM|+) Stapbyl ocoocus
110 572 [ CREMIL i=} 1-3mm GRAM| =) Baclos
LABORATORIO
ANTIBIOGRAMA
| DIAMETRO DEL HALOD ]
W Juaca Jmuestran]  cowncowomnia  [peniciumapiou)|  ciproPONACINA(Sug) | TETRACICUNA (30w | |NTERPRETACIGN
AMARILLO 15mm Emm Gmim Pe=R Cipr=R Tetr=R
1 544 (=1 CREMA 16mm Emm Smm Pe=I Cipr=R Tetr=R
AMARILLD 22w B 31mwm Pe =l Cpr=R Tetr=5
C1 CREMA 20mrmn Emm 2Bmim Pe=I Cipr=R Tetr=5
AMARILLD 1Emm Emirm 25 Pe=R Cpr=R Tetr=5
2 817 2 CREMA 26mrm Emirm 21 Pe=5 Cpr=R Tetr=5
AMARILLD 13mm B 20rm PezR Cpr=R Tetr=5
1 CREMA 17mm B 26mim Pe =l Cpr=R Tetr=5
AMARILLD 19mm B 31rmim Pe =R Cpr=R Tetr=5
3 605 2 CREMA 20mrm Eemirm 26mim Pe =l Cpr=R Tetr=5
AMARILLD 1imrm B 17rm Pez=R Cpr=R Tetr=1
1 CREMA 15mm Emirm Z7rm Pe=I Cpr=R Tetr=5
AMARILLD 20w B 25w Pe=R Cpr=R Tetr=5
2 CREMA 20mrm Emm Z3mm Pe =l Cipr=R Tetr=5
AMARILLD 13mir B 260N Pe=R Cpr=R Tetr=5
1 616 o] CREMA 11mr Genin 29 Pe=R Cipr=R Tetr=5
AMARILLD 25T B E Pe=I Cpr=R Tetr=5
1 CREMA Ldmir B 24mum Pe=I Cpr=R Tetr=5
AMARILLD 27w B ZBnwm Pe=I Cpr=R Tetr=5
5 631 ca CREMA 30 B Z2mm Pe=5 Cpr=R Tetr=5
1 AMARILLD 23mm B Z9rm PezR Cpr=R Tetr=5
AMARILLD 36mrm B 31rm Pe =5 Cpr=R Tetr=5
B 618 2 CREMA 25mrm Eemirm Z7rm Pe =5 Cpr=R Tetr=5
1 AMARILLD 30mrm Emirm S0rm Pe =5 Cpr=R Tetr=5
7 591 =] AMARILLO 30mrmn Emm A0rmim Pe=3 Cipr=R Tetr=5
AMARILLO 30mrmn Emm Z0mam Pe=3 Cipr=R Tetr=5
(=1 CREMA 3zmm Emm 2Bmim Pe=3 Cipr=R Tetr=5
AMARILLO 1Emm Emm Z7mim Pe=R Cipr=R Tetr=5
B 634 cz CREMA 26T B 11mwm Pe=5 Cpr=R Tetr=R
a CREMA 37mm Emim Z5mum Pe =5 Cpr=R Teir=5
AMARILLD 20mrm Emim Z3mum Pe =R Cpr=R Teir=5
] 365 ca CREMA 2smm Bmm 26mm Pe=3 Cipr=R Tetr=5
AMARILLD 244w Eemim 14mwm Pe=R Cpr=R Tetr=R
1 CREMA 13mirm B 21num Pe=I Cpr=R Tetr=5
AMARILLD 27w B 26mum Pe=R Cpr=R Tetr=5
10 572 2 CREMA 32w G 29w Pe=5 Cipr=R Tetr=5




Continuaciéon del ANEXO L

REFEREMCIAS ANTIBIOTICOS
Pe = Penicilina
R=resistente 5= Sensible I=Intermedio Cipr= Ciprofloxacina
Tetr = Tetraciclina

REFEREMCIAS
INTERPRETACION DEL METODO DE KIRBY BAUER

Diametro de la zona de Inhibicion
Agente Antimicrobiano Contenido del Disco
Resistente = (0= Intermedio Sensible >0 =
Penicilina G / otras bacterias 10U i1 12 21 22
Tetraciclina 30 pg N 14 15 - 18 19
Ciprofloxacina 5 ng 15 16 - 20 21
Penicilina G / Sthaphylococcus 10 U 20 21 - 28 29
PEMICILIMNA CIPROFLOXACIMNA TETRACICLIMA
RESISTEMTE 3¢ 36,11 100 11,11
SEMNSIBLE % 33,33 o 85,11
INTERMEDIO 3% 30,56 o] 2,78
10 100 100

Anabell Estefania Quilapanta G.
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