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RESUMEN

Este estudio se realizd en fincas afiliadas al centro de acopio de lacteos de la
parroquia San Isidro, Canton Sucre, con el objetivo de evaluar animales que
presenten infeccion de mastitis subclinica, para ello se realizaron pruebas de
California Mastitis Test (CMT) y fondo oscuro a nivel de campo en la leche de las
vacas involucradas, posteriormente se realizaron pruebas de laboratorio con el
fin de identificar agentes etioldgicos exclusivos de la zona estudiada; se realizo
prueba de coagulasa en tubos, inoculados en Agar Manitol Sal, con uso de
plasma de conejo, y fueron revisados a las 4, 18 y 24 horas. Ademas, se
aplicaron sistemas miniaturizados Biomérieux-API® (ID32-México) como
meétodos rapidos para discriminar o detectar agentes causales mediante la
realizacion de diferentes pruebas bioquimicas. Inicialmente a cada microtubo del
sistema se le inoculé una suspensién en solucion salina al 0,85% de cultivo puro
del microorganismo a identificar. Una vez inoculada la galeria con la suspensién
del agente a identificar, el sistema requeria ser incubado en un frasco grande de
anaerobiosis de 9,5 Litros (Gaspak 150 - Estados Unidos) en condiciones de
anaerobiosis. Se encontraron los siguientes agentes etioldgicos: Staphylococcus
Epidermidis (52.9%), Staphylococcus Aureus (29.4%) y Streptococcus Uberis
(17.6%). Luego del aislamiento e identificacion de los agentes causales de la
mastitis bovina, se analiz6 mediante sensidiscos su resistencia a los siguientes
antimicrobianos: Cefalexina, Oxitetraciclina, Cloxacilina, Estreptomicina y
Cefalosporina, antibioticos que resultaron altamente efectivos contra los agentes
etiolégicos encontrados. El andlisis del procesamiento de datos se realizd
mediante el programa informatico Excel 365.

PALABRAS CLAVE: Infeccidn, colonias bacterianas, antibiograma, glandula

mamaria.



ABSTRACT

This study was carried out on farms affiliated with the dairy collection center of
the San Isidro parish, Cantdn Sucre, with the objective of evaluating animals that
present subclinical mastitis infection, for this, California Mastitis Test (CMT) tests
were carried out in the field. ) and dark background in milk from the cows involved,
laboratory tests were subsequently carried out in order to identify etiological
agents exclusive to the area studied; A tube coagulase test was performed,
inoculated in Mannitol Salt Agar, with the use of rabbit plasma, and they were
reviewed at 4, 18 and 24 hours. Additionally, miniaturized Biomérieux-API®
systems (ID32-Mexico) were applied as rapid methods to discriminate or detect
causal agents by performing different biochemical tests. Initially, each microtube
of the system was inoculated with a suspension in 0.85% saline solution of pure
culture of the microorganism to be identified. Once the gallery was inoculated
with the suspension of the microorganism to be identified, the system required to
be incubated in a large anaerobiosis jar complete with 9.5 Liters (Gaspak 150 -
United States) under anaerobiosis conditions. The following etiological agents
were found: Staphylococcus Epidermidis (52.9%), Staphylococcus Aureus
(29.4%) and Streptococcus Uberis (17.6%). After the isolation and identification
of the causal agents for bovine mastitis, their resistance to the following
antimicrobials was analyzed using sensidisks: Cephalexin, Oxytetracycline,
Cloxacillin, Streptomycin and Cephalosporin, antibiotics that were highly effective
against the etiological agents found. The data processing analysis was carried
out using the Excel 365 computer program.

ABSTRACT

KEY WORDS: Infection, bacterial colonies, antibiogram, mammary gland



CAPITULO I. ANTECEDENTES

1.1. PLANTEAMIENTO Y FORMULACION DEL PROBLEMA

La mastitis subclinica causa pérdidas economicas dentro de un hato donde la afeccién
de la ubre genera trastornos en el desempefio de la produccién, que se traducen de
forma negativa en el aspecto econdmico y también en el aspecto de salud publica
dandonos un producto de dudosa procedencia, ademas reduce la calidad del

producto, y genera costos por tratamientos y servicios veterinarios (Pinzén, 2010).

Segun (Bedolla y Ponce, 2008). Las pérdidas econémicas que la mastitis bovina
ocasiona a la industria lactea son considerables, en Ecuador, México y otros paises
de la region, y en la industria lactea a nivel mundial. El impacto econdmico de la
mastitis incluye principalmente en la reduccién de la produccion de leche, el descarte
de la leche, los costos de tratamiento, los costos veterinarios, el sacrificio de ganado
después de un tratamiento fallido , y el aumento de los costos laborales relacionados

con el cuidado especial del ganado enfermo y el manejo de la mastitis (Morales, 2021).

La determinacion clinica de la mastitis en las explotaciones del ganado lechero, esta
basada principalmente en la preparacion, capacitacion y experiencia de los actores en
la actividad lechera (médicos veterinarios, ganaderos y trabajadores). En casos
subclinicos de mastitis bovina, que son faciles de detectar para veterinarios, éstos no
son siempre detectados por los ganaderos y trabajadores; no obstante, que éstos son
los responsables de la mayor parte de las pérdidas provocadas por mastitis;

representando alrededor del 90% de los casos (Cérdova, 2017).

¢La identificacion de agentes causales de mastitis es fundamental en el tratamiento

de la mastitis y previene la antibiorresistencia?



1.2. JUSTIFICACION

Actualmente la mastitis subclinica se presenta como un problema de alto riesgo,
teniendo este un alto grado de dificultad para el control y prevencion de manera
efectiva, sumado a esto que la calidad de la leche es relativamente baja y por ende
los subproductos; ya que los tratamientos dejan trazas de antibiéticos en la leche, es
evidente entonces, que la enfermedad contintda presente en los hatos lecheros, debido
a la falta de informacion y controles que hoy en dia se encuentran encaminados a
mejorar la productividad lactea del hato, pero no abordan la problemética desde las

pérdidas que pueden llegar a ocasionar (Cuzco, 2015).

Esta enfermedad ademés de causar una disminucion en la produccién y en la calidad
de la leche, también es causante del aumento en los costos de produccién por el
tratamiento (medicamentos y asistencia profesional) y pérdidas por descartes
prematuros. La leche que esta afectada con la enfermedad cambia su composicion
quimica, fisica y bacteriologica, presentando un menor porcentaje de sélidos totales,
proteinas, grasa y calcio, ademas el productor que realiza tratamientos con
antibioticos obtendra como resultado residuos de antibioticos en la leche, (Bonifaz,
2016).

Los residuos de antibiéticos en la leche se corresponde con lo reportado por (Moraté,
2009) quien argumenta, que los problemas asociados a la presencia de antibiéticos
en la leche es su capacidad para dispersar bacterias resistentes a los antibioticos
usados en medicina humana. De ahi la importancia de un control adecuado, también
por motivos tecnoldgicos, como en el caso de la elaboraciéon del queso o el yogur,
cuya materia prima, si contiene restos de antibiéticos, puede afectar al proceso de

fermentacion

En la mastitis subclinica el problema es ain mas grave debido a que genera mayores
pérdidas a medida que el grado de afectacion a la glandula mamaria aumenta, mas si
se tiene en cuenta que los ganaderos consideran como un gasto las pruebas

diagnésticas para la deteccién de la mastitis (Rojas, 2017).



1.3. OBJETIVOS
1.3.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la presencia de especies de agentes causales de mastitis y antibiorresistencia

en ganaderias bovinas adscritas al Centro de Acopio “Lacteos San Isidro” con

presencia de positividad a la enfermedad.

1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar la positividad de mastitis subclinica en vacas en produccion de las

ganaderias adscritas al Centro de Acopio “Lacteos San Isidro”.

Identificar la presencia de especies de agentes causales especificos de mastitis con

pruebas de laboratorio de siembra e identificacion de microorganismos.

Definir antibiorresistencia en los microorganismos presentes en la leche de las vacas,

previo aislamiento de los tipos y especies bacterianas especificas.

1.4. IDEA A DEFENDER

La identificacion de agentes causales especificos de mastitis, facilita la eleccion

especifica de los antibidticos a utilizar para prevenir la resistencia bacteriana.



CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1. GANADERIA LECHERA

La ganaderia lechera desempefia un papel importante siendo el consumo de
productos lacteos es parte de una dieta saludable, las enfermedades zoondticas y
aguellas transmitidas por los alimentos que se originan en los animales lecheros
pueden ser perjudiciales para las personas (Ormaza y Rueda, 2021). Por ello se han
concentrado cuencas especializadas, donde se distribuye al consumo,
caracterizandose por su concentracion y su relevancia econdmica (Camacho et al.,
2017).

La productividad de la ganaderia lechera como actividad primaria, y sus conexiones
con los eslabones de industrializacién y comercializacion de la leche fluida y sus
derivados es de relevancia para la economia (Loera y Banda, 2017). Asimismo, busca
la mayor eficiencia, tanto biolégica como econémica, con una elevada produccion de
leche por lactancia, asi como de un buen desempefio reproductivo (Marini y Di, 2019).
Ademas, la produccién lactea en ganado bovino se encuentra afectada por varios
factores que contribuyen en grado variable a la expresion fenotipica del animal
(Hidalgo y Vera, 2019)

2.1.1. GANADERIA LECHERA EN ECUADOR

Los sistemas de produccion de leche en el Ecuador varian desde intensivos a
extensivos, estos dependen directamente del manejo reproductivo, sanitario y
nutricional, elementos fundamentales para una produccion 6ptima de la explotaciéon
ganadera (Ortega et al., 2017). La Sierra andina de Ecuador abarca la mayor cantidad
de produccién de leche a nivel nacional, lo que equivale al 64% de la produccién,
mientras que la region Costa ocupa el 30%, y la region Oriental mantiene un 6%
(Franco et al., 2019)

Para Sanchez et al. (2020) Con datos del Instituto Nacional de Estadistica y Censos
(INEC) en el 2019 la produccion diaria de leche fue de 6.648.786 litros a nivel nacional,
de un total de 996.503 vacas ordefiadas, el 78% de la produccion diaria lechera

corresponde a la regién sierra con 5.165.222 litros y 654.326 vacas ordefiadas, a



continuacion, la region costa con 1,279,022 litros (19%) y 296,683 vacas ordefiadas,
por ultimo, la region amazonica con 204,542 litros (3%) y 45,494 vacas ordefiadas.

La produccion lechera de Ecuador se distribuye en tres regiones, de las cuales la
region Sierra representa el 75.9%, la region Costa aporta el 16.6% y la region Oriental
representa el 7.6%. En lo que se refiere a la produccion lechera por vaca, la media de
la regidon que mas sobresale es la Sierra con 6.7 litros por cada vaca en el dia, seguida
de la regidn Oriental con 4.7 litros por cada vaca en el dia y finalmente en la region de

la Costa con 3.6 litros por cada vaca en el dia (Ormaza y Rueda, 2021).

2.2. ORDENO

El ordefio consiste en la extraccion de la leche almacenada en las ubres de las vacas
hembras en lactacidén, se puede realizar de forma manual o mecéanica (Sanchez,
2016). Es el conjunto de acciones que comienza desde la preparacion de la vaca para
el ordefio y va hasta retirar el Gltimo chorro de leche de la ubre de la vaca, el efectuar
la rutina correctamente, esta relacionado directamente con la calidad higiénica y

calidad composicional (Conlago, 2021).

2.2.1. BUENAS PRACTICAS DE ORDENO

Las Buenas Practicas de Ordefio (BPO) lleva consigo una serie de puntos clave como
son la planificacion y realizacion de una serie de pasos que permitan el cumplimiento
de puntos minimos que arrojen como resultado un adecuado procesamiento y por
consiguiente un producto final con excelente nivel de calidad (Mosquera, 2019). De
acuerdo a Conlago (2021) es un sistema de aseguramiento de calidad e inocuidad en
la produccién primaria, cuyo propdsito es la obtencion de leche inocua, 6ptima para el
proceso de industrializacion y que no constituya ningun riesgo para la salud del

consumidor.

2.2.2. SALUD ANIMAL

La salud animal es uno de los factores que afecta la produccion lechera, siendo
necesaria la prevenciéon y profilaxis de enfermedades bacterianas como la mastitis
para mantener una prevalencia e incidencia bajas en los hatos lecheros y evitar que

los productores tengan pérdidas econdmicas por causa de esta infeccion (Bonifaz y



Colango, 2016). Los establecimientos lecheros enfatizan la evaluacion del bienestar
basados en aspectos relacionados con enfermedades y practicas de manejo que
afectan la funcién biologica, el estado afectivo y la naturalidad de las vacas (Tadich,
2021).

2.3. MASTITIS

Es uno de los principales problemas sanitarios que tienen productores en sus hatos
lecheros; esto es debido a las condiciones y el medio en el que se desempefia esta
labor y por el desconocimiento en el manejo para esta actividad (Bonifaz y Colango,
2016). Es una enfermedad que esta extendida en todo el mundo y se ha convertido
en uno de los problemas mas comunes en las granjas lecheras, siendo una
problematica que conduce a una disminucién significativa en la produccién y calidad
de la leche (Ormaza y Rueda, 2021).

Se considerada a la mastitis bovina como la enfermedad mas comun y cara en las
granjas lecheras, debido a la disminucién de la cantidad y calidad de la leche que sufre
el animal que la padece, los costos de procesamiento y la eliminacion de desechos
producidas por esta enfermedad han causado graves pérdidas economicas a los

ganaderos (Molina et al, 2018).

La mastitis es una enfermedad de la glandula mamaria que afecta sobre todo a las
vacas de alta produccion, puede presentarse de forma sintomatica (clinica) y
asintomatica (subclinica) que, al no poder ser identificada pasa desapercibida (Murillo
et al., 2017). En un estudio de Martinez et al. (2015) determinaron que la forma clinica
se presenta apenas en un 0.66%, mientras que la subclinica en un 98.6%; ademas,
se caracteriza por disminucion del volumen de produccion, 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.

2.3.1. LA MASTITIS CLINICA

Esta presenta signos observables tales como hinchazéon de uno o mas cuartos en la
ubre, calor y dolor al contacto y cambios macroscépicos en la leche, la severidad de

esta puede variar entre una mastitis leve hasta una forma clinica hiperaguda, en la



cual se presenta sintomatologia sistémica, como fiebre, deshidratacion, inapetencia,
malestar o en algunos casos, la muerte del animal (Roja, 2017). Esta implica signos y
sintomas de inflamacion mamaria que pueden o no ser acompafados de sintomas

sistémicos (Osejo, 2020).

2.3.2. LA MASTITIS SUBCLINICA

Segun el agente etioldgico se clasifica en contagiosa y ambiental, cuyo principal
reservorio es la glandula mamaria bovina (infectada), pudiéndose controlar mediante
buenas practicas de ordefio y tratamientos de secado (Garcia et al., 2018). La mastitis
subclinica se caracteriza por una disminucion en la secrecion de leche y un aumento
en el conteo de bacterias en la leche, con ausencia de cambios inflamatorios o dolor,
Su curso se puede clasificar en aguda, subaguda y crénica y dependiendo si ocurre
en el periodo de lactancia se subdivide en mastitis lactacional y no lactacional (Osejo,
2020).

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, 1o que constituye un riesgo

potencial tanto para la salud humana como la salud animal (Maldonado et al., 2022).

2.4. AGENTE CAUSALES DE LA MASTITIS

La mastitis bovina es causada por mas de 100 agentes etioldgicos tanto contagiosos
como ambientales y oportunistas, los cuales ocasionan grandes pérdidas econémicas
a los ganaderos en todo el mundo, debido a la disminucién que causan en la
produccion de leche (Ormaza y Rueda, 2021). Los agentes mas comunes causantes
de la mastitis también han sido clasificados como patdégenos principales (mayores) y
menores segun el grado de inflamacion que estos producen en la glandula mamaria
(Bedolla, 2017).



Cuadro 2.1. Agentes causales de la mastitis.

Patégenos Contagiosos Patégenos Ambientales Patégenos oportunistas
Streptococcus agalactiae Escherichia coli Estafilococos coagulasa negativos
Streptococcus dysgalactiae Streptococcus uberis
Staphylococcus aureus Klebsiella spp.
Mycoplasma spp Enterobacter aerogenes
Corynebacterium spp Pseudomonas aeruginosa

Otras Enterobacterias
Streptococcus dysgalactiae
Fuente. Rojas (2017).

2.4.1. PATOGENOS PRINCIPALES O MAYORES

Estos son aquellos que se definen como los responsables la mayoria de las veces de
las mastitis clinicas o de fuertes respuestas inflamatorias (contemos elevados de
células sométicas en la leche) y estos comprenden al Staphylococcus aureus, S.

uberis, S. agalactiae, S. dysgalactiae y coliformes (Bedolla, 2017).

2.4.2. PATOGENOS MENORES

Estos infectan la glandula mamaria, causando conteos moderados de células
somaticas, pero en lo general no causan signos clinicos, estas infecciones, son
especialmente frecuentes, debidas sobre todo a otros Estafilococos (principalmente
S. chromogenes, S. hyicus, S. epidermidis, y S. xylosus) o por Corynebacterium bovis

y Micrococcaceae coagulasa-negativos (Bedolla, 2017).

2.5. PATOGENIA DE LA MASTITIS

La mastitis es una patologia de origen multifactorial y provocada por un sin nimero de
microorganismos que continuamente cambian su dinamica ecoldgica por la constante
mutaciones que sufren los agentes etioldégicos que hace dificil su tratamiento y
erradicacion, ademas de la resistencia de los animales por el mal uso de los

antibitticos para tratar esta enfermedad (Bonifaz y Colango, 2016).

La mastitis es una patologia que se desencadena por factores multifactoriales en el
ganado bovino mas reconocida en el mundo, que causa enormes pérdidas
econdmicas a los productores y a toda la industria, se estima que entre el 15% vy el
20% del ganadero bovino lechero se ven afectadas por alguna forma de mastitis en
una o mas cuartos mamarios (Andrade et al., 2017)



2.6. FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS A MASTITIS

Los factores de riesgo para la presentacion de la mastitis bovina se generan con la
incidencia de la edad, el manejo deficiente del hato, el alojamiento inadecuado, la
viabilidad y virulencia del agente y su susceptibilidad frente a los antimicrobianos, de
esto derivando implicaciones asociadas con mastitis como la alta produccién de leche,

bajo recuento de células sométicas y sellado de los pezones. (Ramirez et al., 2011).

Desde las perspectivas de Mora et al. (2015), algunos de los factores del entorno que
pueden influir en la incidencia de mastitis son la zona donde se ubica la finca, el hato,
afo, época de parto, las practicas de alimentacion, las practicas del ordefio, la calidad
e higiene del albergue, las condiciones climatoldgicas y las practicas de manejo
preventivo o terapéutico. Una vaca puede presentar predisposicion genética a
contraer mastitis, asociada a determinadas caracteristicas anatomicas, estado
nutricional, parto, estado de lactacion, involucibn mamaria, lactogénesis o el uso de

determinados procedimientos de manejo.

La mastitis ocurre cuando factores medioambientales y de manejo interactian
aumentando la exposicién de la ubre a los microorganismos, ayudando asi a los
patbgenos a atravesar el canal del pezoén, la mastitis procede de tres factores
esenciales: el hospedador, el agente infeccioso y el medio ambiente. (Ramirez, 2016).

2.7. DIAGNOSTICO DE MASTITIS

El diagnostico de la mastitis generalmente se da al inicio del ordefio observando las
caracteristicas de la leche en cada animal, para establecer la presencia de grumos,
sangre, o cambios de color que sugirieran la presencia de mastitis clinica. En los
animales positivos se debe examinar la ubre, para identificar aumento de la
temperatura, fibrosis, edema o dolor, en los animales con mastitis clinica se debe
evaluar la presencia de manifestaciones sistémicas como fiebre, decaimiento o

anorexia (Moreno et al., 2015).

Los diagndsticos se dividen en directos e indirectos, entre los métodos directos se
encuentran: Pruebas microbiolégicas, Muestreo de leche para examen por cultivo,

Recuento microscopico de células somaticas (RMCS); recuento electronico de células
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somaticas (RECS); recuento de las células de la leche en tanque y recuento de células
en vaca individual. (Rojas, 2017)

Cuadro 2.2. Pruebas para diagnosticar la mastitis.

PRUEBAS DIAGNOSTICAS PARA PRESENCIA DE MASTITIS EN BOVINOS.
Examen fisico de la glandula | Se realiza con la ubre vacia, después del ordefio; hay incremento de la temperatura

mamaria de la glandula o del cuarto afectado, enrojecimiento, endurecimiento y dolor; pueden
presentarse cuartos atrofiados o deformes con areas de tejido cicatricial.
Pruebas de despunte Consiste en examinar el primer chorro de leche a través de un jarro de fondo oscuro;

permite detectar la leche anormal que no debe enviarse al tanque, € identifica vacas
con mastitis que requieren tratamiento.
Recuento de células | Un alto numero de células somaticas se relaciona con una reduccion de la

somaticas produccién de leche (mas de doscientas mil células/ml indica mastitis subclinica).
Cultivo de bacterias de la | Se identifican microorganismos causantes de la inflamacién de la glandula (mas de
leche cincuenta mil bacterias/ml indica la fuente de contaminacion).

California Mastitis Test Indica la cantidad de células somaticas presentes en la leche de la muestra

recogida. Es una prueba utilizada durante varias décadas; es la prueba mas
utilizada en el campo para diagnosticar mastitis. Esta prueba estima la cantidad de
células somaticas de la leche, y es realizada antes del ordefio y luego de la
eliminacién de los primeros chorros de leche.

Fuente: Ormaza y Rueda (2021).

2.8. ETIOPATOGENIA Y SINTOMAS CLINICOS DE LA MASTITIS

La inflamacién se produce como respuesta a la invasion, a través del canal del pezén,
de diferentes tipos de bacterias, micoplasmas, hongos, levaduras y hasta algunos
virus, sin embargo, las bacterias de los géneros Staphylococcus, Streptococcus,
Corynebacterium y algunos gérmenes Gram -, son responsables de mas del 90 % de
los casos clinicos y subclinicos, la enfermedad puede cursar como subclinica (la de
mayor prevalencia en un rodeo) 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
Corbellini, 2002).

Segun Fernandez et al. (2012), esta enfermedad, es conocida comunmente por signos
clinicos, elementalmente por las anormalidades en la leche y la ubre. Los sintomas
clinicos incluyen una disminucion en la produccién de leche, aumento en el nimero
de leucocitos, composicion y apariencia alterada (grumos) de la leche, fiebre, cuartos
mamarios enrojecidos, hinchados e hipertérmicos. Asi también la mastitis también se

puede clasificar segin su sintomatologia en:
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Cuadro 2.3. Clasificacion sintomatolégica.

CLASIFICACION DE LA SINTOMATOLOGIA DE LA MASTITIS
Mastitis subclinica (microorganismo | La leche tiene apariencia normal y no hay signos visibles de inflamacion en la
asociado con mas frecuencia: S. gldndula mamaria y el recuento de células somaticas de la leche del animal es
aureus). elevado. El aislamiento microbiologico ayuda al diagnostico.

Segun el tipo de patdgeno implicado, la fiebre y el letargo pueden estar
asociados a signos claros de inflamacion de la gldndula mamaria
Mastitis clinica. (enrojecimiento, calor, hinchazén, dolor) que provocan cambios quimicos,
fisicos y habitualmente bacteriolégicos en la leche (desde ligeros grumos en
la leche hasta codgulos de fibrina en una leche de consistencia acuosa).

Mastitis aguda (microorganismos Los signos clinicos (fiebre, letargo, pérdida de apetito) son graves y la glandula
asociados con mas frecuencia: E. coli, | estd inflamada, dolorosa, edematosa o muy dura, a veces las secreciones

S. uberis, S. dysgalactiae). contienen coagulos o grumos, y pueden ser acuosas, serosas o purulentas.

Pérdida de apetito, deshidratacion, letargo, fiebre e indicios de toxemia, a
veces provoca la muerte, al principio de la enfermedad, la glandula esta
enrojecida, hinchada y caliente, a las pocas horas, el pezén se enfria y las
secreciones se vuelven acuosas y sanguinolentas, puede haber presencia de
gas al ordefiar. Finalmente, se produce una necrosis y se pueden perder los
cuartos dafiados.

Mastitis aguda gangrenosa
(microorganismos asociados con mas
frecuencia: S. aureus, C. perfringens).

Mastitis aguda de tipo ambiental.
microorganismos asociados con mas | Hay fiebre, dolor, calor, hinchazén o dureza en la ubre, la secrecion
frecuencia E. coli u otras bacterias | generalmente puede ser acuosa o amarillenta.
Gram negativas):
Mastitis crénica Episodios de signos clinicos caracteristicos de una infeccién aguda y largos
(microorganismos asociados con méas | periodos sin ningln signo clinico. Las secreciones contienen periddicamente
frecuencia: S. aureus, S. uberis). coagulos, grumos o hebras de fibrina.
Fuente: Zoetis, (2022).

2.9. TRATAMIENTO MASTITIS

Los tratamientos de la mastitis de forma general estan dirigidos a terapias con
antibioticos, para seleccionar adecuadamente un antimicrobiano, no solo se necesita
conocer el agente etiolégico involucrado, sino también su sensibilidad a los

antibioticos o sulfamidas disponibles en el mercado local (Aguilar y Alvarez, 2019).

Generalmente es muy dificil para los veterinarios determinar si los tratamientos de
mastitis tienen éxito porque no hay un resultado estandar que se utilice para
determinarlo, objetivo practico del tratamiento es producir rApidamente una reduccion
en los sintomas clinicos, eventualmente reducir el recuento de células somaticas
(RCS), prevenir la recurrencia de nuevos casos clinicos y mantener el rendimiento
esperado de leche. Cuando las vacas presentan casos leves de mastitis, los signos

clinicos normalmente desaparecen en 4-6 dias, independiente del tratamiento. Sin
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embargo, la desaparicion de los sintomas clinicos no siempre indica que la infeccion

ha sido tratada con éxito. (Fernandez et al., 2012)

Desde las nociones de Acosta et al. (2017), la implementacién de un programa de
control y prevencion de la mastitis debe hacerse con base en las caracteristicas de
los microorganismos para asi tener un programa mas eficiente, para seleccionar
adecuadamente un antibiotico, se debe conocer no solamente el agente etiol6gico
sino también su sensibilidad a los antibiéticos, mencionando los siguientes grupos de
farmacos como los mas usados en la masttis como los Betalactamicos,

cefalosporinas, tetraciclinas, macrélidos, aminoglucosidos y sulfonamidas.

2.10. PREVENCION Y CONTROL DE LA MASTITIS

La prevencion y control de la mastitis segun Pineda et al. (2015) amerita dedicacion y
perseverancia, asi como un trabajo sistematizado, que se puede realizar de manera
sencilla con trabajo de campo y con el apoyo de pruebas de laboratorio. Por su parte,
Mera et al. (2017), explica que esta consiste de manera general en mantener una
buena higiene ya sea del lugar donde se encuentre el animal como establos, granjas,
etc., y también el aseo de sus partes productoras en este caso de las ubres y su

alrededor para evitar proliferacion de bacterias.

Hay tres partes importantes que se deben tomar en cuenta para poder prevenir esta
enfermedad, la primera es el control de los patbgenos contagiosos que va a consistir
en practicas de ordefio higiénico, desinfeccion de pezones post-ordefio, terapia de
vaca seca, adecuado funcionamiento del equipo de ordefio, descarte de animales con
infeccidn crénica, vacunacion y dietas, todo esto con el fin de minimizar la proliferacion
de bacterias causantes de la infeccion. (Mera et al., 2017). Las medidas de prevencion
y control de la mastitis traen consigo beneficios al productor o ganaderos mejorando
asi su rentabilidad, la productividad de las explotaciones ganaderas de leche, asi
como la calidad composicional, higiénica y sanitaria (Ormaza y Rueda, 2021).

2.11. ANTIBIORRESISTENCIA DE LA MASTITIS

Se presenta como la resistencia a medicamentos que se utilizan para tratar las

infecciones, en concreto las que son de origen bacteriano, y resultan fundamentales
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tanto en salud humana como en sanidad animal, este fendmeno preocupa cada vez
mas tanto en el ambito de la salud publica como en el de la sanidad animal, muchas
de las acciones que se llevan a cabo en pro de la sanidad animal exigen la
disponibilidad y el buen uso de medicamentos veterinarios de calidad, y sobre todo de
agentes antimicrobianos, dado que la sanidad animal es un componente clave de las
politicas de bienestar animal, de seguridad alimentaria y de inocuidad de los
alimentos(Organizacion Mundial de la Sanidad Animal [OIE], 2015).

Desde el contexto de la antibiorresistencia de los microorganismos causales de la
mastitis bovina, Aguilar y Alvarez (2019), explican que persiste el problema de la
resistencia de los microorganismos a los antibi6ticos a largo plazo, que pueden reducir
o eliminar por completo su accién y uso en el tratamiento de enfermedades
infecciosas. La aplicacion de antibidticos restringe el uso de la leche de estos
animales, de ahi que muchos ganaderos utilizan esta leche para alimentar a las
terneras, convirtiendo esto, en un factor de riesgo para que al momento en que estas
terneras se conviertan en vacas productoras, pueden presentar problemas con

bacterias multirresistentes.

El problema del incremento en la resistencia bacteriana en estos casos es debido a
varias razones que incluyen, el uso indiscriminado de antibidticos en forma empirica
por personal no calificado, la libre venta de los antimicrobianos sin la exigencia de la
presentacion del récipe expedido por el Médico Veterinario y finalmente, la aplicacion
incompleta del tratamiento, todos estos factores favorecen el desarrollo de la

resistencia (Valero et al., 2010).

2.12. PRECEDENTES INVESTIGATIVOS CONCERNIENTES AL
ANALISIS DE LA MASTITIS SUBCLINICA.

En estudios como el de Gonzalez y Vidal (2021), manifiestan que los principales
factores que influyen en la presencia de mastitis subclinica en Ecuador son la ausencia
de higiene en la rutina del ordefio, el mal funcionamiento del equipo, deficientemente
manejo de los desinfectantes y selladores, la no identificacion de agentes infecciosos

y la inefectividad de las medidas de control y los tratamientos.
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Para Avellan et al. (2019), en una investigacion aplicada en la provincia de Manabi la
prevalencia de mastitis subclinica encontrada fue alta, y se relaciona con problemas
sanitarios en la rutina el ordefilo, que como consecuencia provoca pérdidas
econdémicas en los productores debido a la baja produccién de leche. En necesario
recalcar que esta patologia no solo afecta a las producciones lecheras, las vacas que
tienen mastitis subclinica de grado 2 y 3 tienen mayor riesgo de pérdida de gestacion

durante los primeros 90 dias posteriores al servicio (Miranda et al., 2019).

Dentro del contexto de la antibiorresistencia, Bonifaz y Conlago (2016), determinaron
en su estudio la presencia de agentes etioldégicos causales para mastitis como
Staphylococcus, Escherichia coli, Micrococcus, Corynebacterium sp, los cuales
mostraron resistencia a los antimicrobianos entre ellos la Estreptomicina, Amoxicilina,

Cefalexina, Tetraciclina y Gentamicina.

Por su parte Sanchez et al. (2018), en su investigacion detectaron, que el grupo
estafilococo coagulasa-negativo (CNS) fue el principal patégeno causal de mastitis
bovina encontrado en los aislamientos, seguido de Staphylococcus aureus y
Streptococcus spp, los cuales presentaron un alto grado de resistencia a penicilina G
y a eritromicina. Asi también Valero et al., (2010), empleo sensi discos a cepas de
Staphylococcus aureus, provenientes de bovinos infectados con mastitis subclinica,
la cual mostrd resistencia a los antimicrobianos como la penicilina, enrofloxacina,

eritromicina y a las rifampicina.
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CAPITULO lll. DISENO METODOLOGICO
3.1. UBICACION

La investigacion se realizo en las fincas asociadas al centro de acopio lacteos
San Isidro, ubicado en la parroquia San Isidro, cantén Sucre, provincia de
Manabi bajo las coordenadas 0°22°32.12” de latitud sur y a 80°12°04.9” de

longitud oeste, con una altitud de 163 msnm. Fuente. Gobierno Auténomo Descentralizado

Parroquial San Isidro.

igura 3.1. Ubicacion geogréfica del lugar de estudio.

Y

" «
Centro de. Acopio’LacteosiSan ISidro " g,

S SR

Fuente. Google Earth Pro, (2022).

A continuacion, se detallan en la (tabla 4) las caracteristicas climaticas anuales

de la parroquia San Isidro, cantdén Sucre, provincia de Manabi.

Tabla 3.1. Condiciones meteoroldgicas

Variables Valor
Precipitacion Media Anual 613.8 mm
Temperatura Media Anual 20°C-29°C
Humedad Relativa Anual 79.6%

Fuente. Estacion Meteoroldgkica de Portoviejo (2021).

3.2. DURACION

Los trabajos de campo y laboratorio se llevaron a cabo en un periodo de cinco
meses, se inicio el 20 de Octubre de 2022 y concluyé el 20 de marzo de 2023.

3.3. METODOS

Para la ejecucion de la investigacién se utilizé un estudio no paramétrico

epidemioldgico transversal y casual, para poder describir los datos en el proceso.
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Los métodos utilizados en la resolucién de la problematica planteada fue el
método inductivo-deductivo, que permitié tener conclusiones especificas desde
nociones generales, mientras que el descriptivo permitio describir vy

descomponer los elementos relevantes en el estudio.

3.4. TECNICAS

Se utilizé la técnica de registros a través de los cuales de manera logica se
procedi6 a la recopilacion de las principales caracteristicas e informacion
sustancial de la problematica planteada, se utiliz6 ademas la técnica de
observacion la cual permitié el analisis y constatacién de la recoleccion de las
muestras, las pruebas confirmatorias de mastitis subclinica (fondo oscuro,
Mastitis California Test), adicional se emplearon pruebas de laboratorios para la
identificacion de los agentes causales tales como catalasa positivos y coagulasa
en tubo, adicional se utilizaron los sistemas miniaturizados Biomérieux-API®
como métodos rapidos para discriminar o detectar los agentes causales, asu cini
y catalasa , por ultimo se planteé la técnica del antibiograma para verificar la

resistencia de los agentes causales de mastitis.

3.5. POBLACION Y MUESTRA

Las muestras para el estudio se obtuvo de una poblacién de 232 bovinos en
produccion de 7 ganaderos de leche asociados al “Centro de Acopio de Lacteos
San Isidro”, para la obtencion de muestras de leche de esta poblacion, no se
estimé la formula para el célculo de la muestra para poblaciones finitas, dado
que se aplicaron pruebas de constatacion de mastitis subclinica a toda la
poblacién estimada, las muestras sujetas a analisis de laboratorio para
determinar su antibiorresistencia se derivaron de los bovinos que mantuvieron

presencia de mastitis subclinica.

3.6. PROCEDIMIENTO DE LA INVESTIGACION

3.6.1. VALORACION DE LA POSITIVIDAD A MASTITIS SUBCLINICA
EN VACAS EN PRODUCCION DE LAS GANADERIAS ADSCRITAS AL
CENTRO DE ACOPIO LACTEOS SAN ISIDRO.

Para el cumplimiento del presente objetivo se tomaron como base a

investigaciones previas dentro del centro de acopio San Isidro en relacion a la
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presencia de mastitis, especificamente en las fincas de los ganaderos asociados
a esta organizacibn que mantuvieron presencia de esta patologia en las
muestras estudiadas. Inicialmente se visitaron las fincas sujetas a estudios para
la obtencion de las muestras que se analizaron en el laboratorio de Mejoramiento
Genético y de Salud Animal del Departamento de Ciencias de la Vida y la
Agricultura de la Universidad de las Fuerzas Armadas (ESPE), ubicado en la

Carrera de Ingenieria Agropecuaria.
- PRUEBA DE FONDO OSCURO

Para identificar los bovinos con presencia de mastitis se utilizé la metodologia
del fondo oscuro, para ello se examind los primeros chorros de leche (despunte)
con un despuntador o jarro de fondo oscuro, donde se detectd clinicamente las

vacas con mastitis que necesitan tratamiento (Diaz y Martinez, 2020).
- PRUEBA CALIFORNIA MASTITIS TEST (CMT)

Para la deteccidén de la mastitis subclinica se aplicé la California Mastitis Test
(CMT) bajo el siguiente procedimiento adaptado de Cuzco (2015) y Chazi (2015):

Se lavo la ubre de la vaca con agua caliente y se sec6 con toallas desechables.

Se limpid con algodén al 70% de alcohol para cada vaca, eliminando el exceso;

limpiar los pezones, iniciando por el pezén mas alejado.

e Se secO los pezones completamente con toallas desechables

individuales.

e Luego se desinfectd los pezones antes una posible contaminacién por

patas, cola, estiércol, etc.

e Se tomd de 2 0 3 ml de leche de cada cuarto, y se agrego igual cantidad
de reactivo C.M.T.

e Se agito la paleta en forma circular hasta mezclar muy bien la leche y el
C.M.T, no mezclar por mas de 10 segundos la reaccion visible desaparece

en unos 20 segundos.
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La respectiva lectura de los resultados obtenidos se conlleva mediante la

utilizacion de la siguiente tabla:

Tabla 3.2. Valores para interpretacion de resultados del CMT Test.

Score Significado Descripcion de la reaccion Interpretacion ccs/cm?
N Negativo El estado de la solucion permanece inalterado. La 0-200,000
mezcla sigue en estado liquido.
T Trazas Se toma un precipitado en el piso de la paleta que 150,000-400,000
desaparece pronto.
(+) Ligeramente  Hay mayor precipitacion, pero no se forma gel. 400,000-1,500,000
Positivo
(++) Positivo El precipitado se toma denso y se concentra en el 800,000-5,000,000
centro.
(++4) Muy Positivo  Se forma un gel muy denso que se adhiere a la >5,000,000
paleta.

Fuente: Chazi (2015).

- TOMA DE MUESTRAS PARA ANALISIS DE AISLAMIENTO DE LOS
AGENTES CAUSALES DE MASTITIS BOVINA

La recoleccion de muestras de leche para la prueba microbiol6gica de laboratorio

se ejecuto a los casos positivos a las pruebas de Fondo Oscuro y del CMT.

La recoleccidon de cada una de la muestra se realiz6 con el mayor grado de

antisepsia posible.

En relacion a las vacas positivas afectadas en mas de un cuarto, se recolecto
igualitariamente de los cuatro cuartos afectados, en este sentido se coloco
similares cantidades de leche (5mL de uno a tres chorros) en los tubos de ensayo

tapa rosca de (10mL) sin tocar el pezon.

Se procedio a rotular con la identificacion de muestras (fecha, finca, vaca, y

cuarto afectado).

Se colocaron las muestras en una hielera con gel refrigerante para mantener

condiciones adecuadas para las muestras.

Se trasladod las muestras al laboratorio el mismo dia de recoleccion para asegurar

la calidad optima de las muestras.
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3.6.2. IDENTIFICACION DE AGENTES CAUSALES DE MASTITIS CON
PRUEBAS DE LABORATORIO DE SIEMBRA E IDENTIFICACION DE
MICROORGANISMOS.

- AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE AGENTES CAUSALES

Para el aislamiento e identificacion de los agentes causales de mastitis bovina
se procedié conforme a lo descrito por Fuentes et al. (2013) a aplicar técnicas
microbioldgicas. Inicialmente se tomaron 10 ml de la leche muestreada y se
depositd en tubos de centrifuga (Fisher Scientific Inc.®) de 15 ml para su proceso
de centrifugacion a 5000 revoluciones por minutos a 4°C durante 6 minutos en
la méquina centrifuga micro refrigerada DLAB (D1524R®-China), posterior a
este proceso, se toma la nata obtenida y se diluyé con 10 ml de agua peptona

en una probeta graduada Kartell™

Con una pipeta Pasteur se tomo dicha disolucién y se sembraron las muestras
alicuotas de 0.1 mL en placas de Petri con Agar Base Sangre méas 5% de sangre
de equino, MacConkey, Baird Parker y Agar Salado Manitol (Mendoza et al
2017).

Las muestras se incubaron en escenarios de aerobiosis bajo temperaturas de
37°C, posterior a las 24 horas se procedi6 a hacer la primera lectura, de no haber
crecimiento de colonias se incubaron 24 horas adicionales. En el aislamiento de
los microorganismos se analiz6 en correspondencia de la morfologia de las
colonias y la tincion de Gram clasificandolas como cocos o bacilos Gram

positivos o Gram negativos (Mendoza et al 2017).

Para diferenciar los Streptococcus de los Staphylococcus, se realizo la prueba
de catalasa, aquellos microorganismos que fueran catalasa positivos, se
identificaron como Staphylococcus y la catalasa negativos como Streptococcus
(Carillo 2007).

Para la identificacién del Staphylococcus aureus como agente causante de
mastitis se realizé la prueba de coagulasa en tubo, inoculado en Agar Salado
Manitol, para ello se usé plasma de conejo, y se revisaron a las 4, 18 y 24 horas,

la formacion de coagulos clasificO al microorganismo como Staphylococcus
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aureus y su ausencia como Staphylococcus coagulasa negativa, esta

interpretacion se basa en lo descrito por (Mendoza et al., 2017).

Las bacterias que crecieron en el agar MacConkey fueron sometidas a pruebas
bioquimicas que permitieron identificarlas, las bacterias lactofermentadores son
Escherichia coli, Klebsiella y Enterobacter; y las no lactofermentadores,
Salmonella y Shigella (Carillo 2007).

Adicionalmente se aplicaron sistemas miniaturizados Biomérieux-API® (ID32-
México) como métodos rapidos para discriminar o detectar los agentes causales
a través de la realizacion de diferentes pruebas bioquimicas. Inicialmente se
inoculd cada microtubo del sistema con una suspensién en solucién salina al
0.85% de un cultivo puro del microorganismo a ser identificado, una vez
inoculada la galeria con la suspension del microorganismo a identificar, el
sistema requirié ser incubado en una jarra de Anaerobiosis grande completo de
9.5 Litros (Gaspak 150 - Estados Unidos) bajo condiciones de anaerobiosis, esto

se lo ejecut6 con base a lo indicado por (Gamboa, 2015).

3.6.3. IDENTIFICACION DE LA ANTIBIORRESISTENCIA DE LOS
MICROORGANISMOS PRESENTES EN LA LECHE DE LAS VACAS,
PREVIO AISLAMIENTO DE LOS TIPOS Y ESPECIES BACTERIANAS
ESPECIFICAS.

Posterior al aislamiento e identificacion de los agentes causales para mastitis
bovina, se analiz6 mediante sensidiscos su resistencia a lo antimicrobianos
detallados a continuacion: Cefalexina, Oxitetraciclina, Cloxacilina,

Estreptomicina y Cefalosporina (Ballesteros y Valdiviezo, 2018).

Los resultados de respuesta de cada antimicrobiano analizado se determinaron
mediante el “halo de inhibicion”, con escalas de resistencia media y alta. Los
resultados fueron detallados de acuerdo al halo que presenta cada uno de los
sensidiscos utilizados, si no existe la presencia del halo indica que hay
crecimiento bacteriano en las zonas, por lo cual el microorganismo es resistente

a este antibiético. El sensidisco que contenga el halo con mayor diametro es el
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mas efectivo, es decir el microorganismo analizado es sensible a este antibidtico
(Cuzco, 2015).

Desde las nociones de Acufia y Rivadeneira (2008), en la realizacion del

antibiograma se efectud siguiente procedimiento:

Se prepard una concentracion de bacterias de 0.5 en la escala de Mc Farland,

haciendo lectura en el Nefelémetro®.

Luego se sembré en Agar Nutritivo (Mueller Hinton o de tripticasa de soya),
autoclavar (Autoclave Digital Phoenix Luferco®-Brasil) el medio de cultivo y

se dejo enfriar a 45-50°C.

Posteriormente se vertid asépticamente suficiente cantidad de medio de
cultivo en una placa de Petri, para obtener una capa de 4 mm de espesor
aproximadamente. (Para una placa de 10 cm de didmetro se requieren 30 ml
de medio y para una de 15 cm se requieren 70 ml. Se dej6 solidificar el medio
de cultivo y luego secar las placas durante 30 minutos antes de usarlas para

la inoculacion).

Se inoculd la placa con 1 ml de la suspension del germen de 18 a 24 horas
de incubacion con una turbidez equivalente a 1,5 x 106 bacterias (Equivale al

tubo No. 5 de la escala de Mc Farland).

La suspension debe cubrir la superficie de placa de Petri y es necesario

eliminar el sobrante.

Se colocé la tapa a la placa y se dejé secar el in6culo por 3 a 5 minutos para
posterior colocar los discos con los antibioticos sobre el agar mediante pinzas
estériles o usando un aplicador de discos.

Se oprimieron los discos suavemente con una pinza para asegurar un buen

contacto con el medio de cultivo.

Los discos fueron espaciados de manera que su distancia a la pared de la
placa sea de 15 mm y entre ellos de 30 mm. Incubar a 35 — 37°C hasta el

siguiente dia (aproximadamente 18-19 horas).
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- Se leyeron los resultados con rapidez en las zonas de inhibicion después de
6 a 8 horas de incubacién, pero estos resultados deberan ser confirmados
mediante una nueva lectura después de la incubacion por las 18 a 19 horas.

- La medida del diametro de la zona de inhibicidn se realizara preferentemente
desde el exterior de la placa, sin quitar la tapa, esto se ejecutara con una

regla milimétrica, un vernier o cualquier otro Instrumento similar.

3.7. ANALISIS ESTADISTICO

Este analisis se apoyo del paguete matematico Excel 365 (afio), donde se tabuld
la informacion obtenida y se le realizé un andlisis descriptivo de los datos y los
resultados se presentan en tablas.
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. VALORACION DE LA POSITIVIDAD A MASTITIS
SUBCLINICA EN VACAS DE PRODUCCIONES ADSCRITAS AL
CENTRO DE ACOPIO DE LACTEOS SAN ISIDRO.

Tabla 4.1. Distribucion de las reacciones de CMT para confirmacién de presencia de mastitis bovina.

Prueba CMT

Casos N.° %
Numero de Vacas Positivo (+) 12 5.2%
muestreadas Positivo (++) 0 0.0%
Positivo (+++) 0 0.0%
232 Trazas 64 27.6%
Negativos 156 67.2%
Total 232 100%

Trazas = Precipitacién de pronta desaparicion.

(+) = Hay mayor precipitacion, pero no se forma gel.

(++) = El precipitado se toma denso y se concentra en el centro.

(+++) = Se forma un gel muy denso que se adhiere a la paleta.

% = Porcentaje de presencia de mastitis

De acuerdo a lo presentado por la tabla 4.1, se muestran 12 casos positivos (+)
para mastitis bovina con un 5.2% del total de unidades evaluadas, por
consiguiente, no se registraron casos positivos para grado dos (++) y grado tres
(+++), por lo que se determindé que no se hallaron infecciones intramamarias

agudas en las muestras.

Ademas, se detectaron trazas en 64 bovinos evaluados con el 27.6%, en estos
animales se observé anormalidades en la leche, pero no en niveles tan altos para
establecerlos como mastitis subclinica. Por ultimo, se identificaron 156 casos
negativos con el 67.2% por lo que se puede establecer que la mayoria de los
bovinos estudiados no presentaron signos de infeccidn intramamaria segun los

pardmetros obtenidos en la prueba de CMT.

Los resultados obtenidos guardan correspondencia a los recolectados por Vera
y Zambrano (2022), en su estudio de evaluacion de la calidad e inocuidad de la
leche en el centro de acopio lacteos San Isidro, donde detectaron que el 7% de
las muestras analizadas evidenciaron incrementos en las células somaticas , lo
que indica la presencia de mastitis, ademas acotaron que la alteracion de este

parametro se puede atribuir a factores fisiologicos y patolégicos y el manejo
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inadecuado en las practicas de ordefio por parte de los productores adscritos al

centro de acopio.

De la misma manera, en investigaciones realizadas dentro de la provincia de
Manabi como la de Vallejo et al., (2018), no se detectaron casos positivos para
mastitis en los cantones Pedernales, El Carmen, Flavio Alfaro y Bolivar, el conteo
de células sométicas a través de las especificaciones de la Norma Técnica
Ecuatoriana (NTE INEN-ISO 13366-1 IDF 148-1) evidencié indicativos de trazas.
Por su parte Avellan et al. (2019), tampoco encontrd niveles elevados de casos
positivos de mastitis bovina en el canton Rocafuerte, el mayor nimero de casos
trazas a través del CMT, mismas que determinan alteraciones en la leche

evaluada sin ser indicativo de presencia de mastitis bovina.

En contraste, a nivel nacional se figura una prevalencia elevada de mastitis
bovina, tal es el caso de Rodriguez (2017), que obtuvieron un 74% de
prevalencia en la provincia de Pichincha e Imbabura, De la Cruz et al. (2018),
obtuvo 40% de presencia de mastitis en el Carchi; y Espinoza y Mier (2013),
alcanzaron un 79% de prevalencia en el Napo, por su parte Cuzco (2015),
identificd un 50% de prevalencia en la provincia de Chimborazo.

Tabla 4.2. Distribucion de los cuartos segun el CMT para mastitis en 232 bovinos de 7 productores de leche
asociados al centro de acopio de lacteos San Isidro.

Cuartos de la Ubre

. : Totales
Casos A. Derecho A. Izquierdo P. Derecho P. Izquierdo
N. % N. % N.° % N.° % N. %

Positivo (+) 6 3% 1" 5% 8 3% 5 2% 30 3.2%
Positivo (++) 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0.0%
Positivo (+++) 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0.0%
Trazas 53 23% 60 26% 64 28% 62 27% 239  25.8%
Negativos 173 75% 161 69% 160 69% 165 71% 659  71.0%
Total 232 100% 232 100% 232 100% 232 100% 928 100%

¢ Trazas = Precipitacidn de pronta desaparicion.

(+) = Hay mayor precipitacién, pero no se forma gel.

(++) = El precipitado se toma denso y se concentra en el centro.
(+++) = Se forma un gel muy denso que se adhiere a la paleta.
% = Porcentaje de presencia de mastitis

N. ¢ = NUmero de casos

A = Cuarto Anterior

P = Cuarto Posterior

En la tabla 4.2, se muestran los analisis realizados a los cuartos de la ubre de

los bovinos muestreados, en la misma se evidencia que el cuarto anterior



25

derecho registré 6 casos (3%) de reaccion a mastitis, 53 cuartos (23%) con
presencia de trazas y 173 (75%) cuartos con reaccién negativa. A su vez, el
cuarto anterior izquierdo presentd el mayor numero de cuartos positivos (+) con
11 casos de mastitis (5%), un numero significativo de trazas con 60 casos (26%)

y 161 cuartos (75%) sin presencia de mastitis.

Por su parte, el cuarto posterior derecho mantuvo 8 casos positivos (+) (3%),
muestra una taza de 64 (28%) casos con deteccion de trazas y 160 (69%)
cuartos con reaccion negativa a mastitis bovina. Por ultimo, el cuarto posterior
izquierdo presento la menor tasa de cuartos negativos con 5 casos (2%), 62
(27%) cuartos con presencia de trazas y 165 (71%) de cuartos sin presencia de

mastitis.

Los resultados difieren con los de Avellan et al. (2019), quienes obtuvieron
mayores cuartos afectados por mastitis subclinica y trazas de la misma en la
posicion posterior derecha. De forma similar Diaz y Martinez (2020), también
reportaron mayores porcentajes de presencia de mastitis subclinica en los
cuartos posteriores, en complemento Chasi (2015), Rivera (2014) y Bonifaz y
Colango (2016) también presentan mayores indices de mastitis en los cuartos

mencionados anteriormente.

De acuerdo a lo expresado por los estudios acotados anteriormente, los cuartos
mamarios posteriores suelen mantener presencia de mastitis debido a su mayor
cantidad de tejido glandular y produccién de leche, asi como a factores
ambientales, los cuartos anteriores generalmente presentan menores promedios
de mastitis, no obstante, cuando no existe una higiene adecuada en el ordefio o
existen lesiones en los pezones, aumenta la exposicion de estos cuartos a los
microorganismos, lo que ayuda a que los patdgenos atraviesen el canal del

pezon (Ramirez, 2016).

De forma general se observa que existe una minima proporcion de cuartos con
resultados positivos (+) con un total de 30 casos representado el 3.2% del total
de los cuartos evaluados, sin presencia de casos de mastitis para los grados (++)
y (+++). Por otro lado, se figuraron un nimero significativo de cuartos con trazas

con 239 cuartos que representan el 25.8% de los pezones valorados, en
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contraste de los casos positivos y trazas detectadas, la mayoria de los cuartos
de la ubre se clasificaron como negativos con un total de 659 de cuartos libres
de mastitis bovina que equivale al 71% del total de cuartos sujetos a analisis, lo
gue sugiere una baja prevalencia de mastitis en los bovinos de los productores

asociados al centro de acopio de lacteos San Isidro.

Los parametros obtenidos presentan similitud al estudio de Chasi (2015) quien
obtuvo un 9% de mastitis clinica, y un 25 % de trazas detectadas en los cuartos
mamarios de bovinos del cantdbn Cayambe, asi mismo, Farinango (2015),
presento un 8.84% de cuartos mamarios infectados en esta misma ciudad.
Avellan et al. (2019) por su parte obtuvo una prevalencia de mastitis en el 15.76%
de los cuartos mamarios evaluados en el canton Rocafuerte y Alvarez y Chuqui
(2017), presentaron 17.6 %, de prevalencia en cuartos mamarios, en la provincia

de Azuay.

Resultados superiores muestran Bonifaz y Colango (2016), estos reportan un
64% de cuartos infectados en la provincia de Pichincha, Gomes y Rodriguez
(2017), también reportan un 51% de cuartos infectados en la provincia de
Pichincha e Imbabura y Espinoza y Mier (2013), encontraron el 49% de cuartos

afectados dentro de la provincia de Napo.

4.2 IDENTIFICACION DE LA PRESENCIA DE AGENTES
CAUSALES ESPECIFICOS DE MASTITIS.

Tabla 4.1. Agentes causales de mastitis bovina en las muestras de leche analizada

Agentes Causales (Gram Positivos) % de deteccion en los aislamientos
Staphylococcus epidermidis 52%
Staphylococcus aureus 29.4%
Streptococcus uberis 17.6%
Total 100%

Se identificaron tres agentes causales de mastitis bovina en las muestras
analizadas, mismas que son el Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus
aureus y Streptococcus uberis. Conforme a los sistemas miniaturizados
Biomérieux-API® se observd que Staphylococcus epidermidis fue el mas

prevalente, detectado en el 52% de las muestras analizadas, le sigui6 el
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Staphylococcus aureus, que se encontro en el 29.4% de las muestras, ademas,
se evidenciaron patdgenos oportunistas, como Streptococcus uberis, que

representaron un porcentaje menor, presente en el 17.6% de las muestras.

Para Cruz et al (2007) los agentes causales de mastitis clinica y subclinica,
generalmente son por Staphylococcus aureus con porcentajes de un 42% en sus
bovinos muestreados, seguido de otras especies de Staphylococcus spp y con
menor frecuencia para Streptococos spp. De la misma manera Bonifaz y Colango
(2016) determinan que los casos de mastitis bovina presente en su estudio se
generan por Staphylococcus coagulasa positivos, Staphylococcus coagulasa

negativos y genotipos de Streptococcus uberis y Streptococcus dysgalactiae.

Al igual que el presente estudio y los autores anteriormente citados, Aratz (2022)
presentd porcentajes elevados de Streptococcus Uberis (40.74%) Streptococcus
spp. (33.33%) Staphylococcus spp. (18.51%) Staphylococcus Aureus (7.4%), el
mMismo sostiene que estas cepas generalmente son las causantes del desarrollo
de la mastitis bovina al tener mayor incidencia en el medio ambiente del animal

e inclusive de la ubre.

Segun Bedolla (2017) se han identificado aproximadamente 140 especies de
patbgenos causantes de mastitis, no obstante, los agentes causales mas
recurrentes son los Streptococcus agalactiae, Streptococcus uberis y
Staphylococcus aureus. Estos son patdgenos altamente contagiosos, razén por
lo cual generalmente son los causante de la presencia de mastitis bovina,

infectando a nivel individual y de poblacién (Bolafios et al., 2011).

Es de destacar, que los agentes causales antes mencionados, sobreviven en
diferentes nichos ecologicos, difiriendo por lo tanto en su mecanismo de
trasmision e infeccién y en la facilidad con la cual pueden ser controladas
(Corbellini, 2002). Los Staphylococcus y Streptococcus estan fundamentalmente
asociados a ubres infectadas, lesiones de los pezones y colonizacion del canal
del pezédn, trasmitiéndose de vaca a vaca y de cuarto a cuarto al momento del

ordefio o poco después (Stempler et al., 2022).
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4.3. DEFINICION DE LA ANTIBIORRESISTENCIA EN LOS
MICROORGANISMOS ESPECIFICOS DE MASTITIS PRESENTE
EN LA LECHE DE LOS BOVINOS MUESTREADOS.

Posterior de la identificacion y aislamiento de los microorganismos causales de
mastitis bovina en las muestras positivas procedentes de los 12 bovinos (48
cuartos mamarios), se determind la sensibilidad de estos agentes etioldgicos
mediante el uso de sensidiscos impregnados con concentraciones de Cefalexina
(CL-30ug), Oxitetraciclina, (OT-30ug), Cloxacilina (CX-5ug), Estreptomicina (NO-
30ug) y Cefalosporina (FUR 30ug), y se verifico los halos de inhibicion a través
de los pardmetros estipulados por las metodologias dispuestas por el Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI), la Sensibilidad de Kirby-Bauer (Test
KB) analizada Ruiz et al (2018) y el European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing EUCAST.

Tabla 4.1. Pruebas de Sensibilidad para Staphylococcus Epidermis, Staphylococcus Aureus y Streptococos Uberis

Agente Cargadel  Didmetro del halo de inhibicion (nm) ~ Método ~ Didmetro Sensibilidad/

Etiologico Antibiotico disco (ug) Sensible Intermedia Resistente Empleado  Obtenido Resistencia
Cefalexina 30 >25 20-24 <19 CLSI 3.3cm Sensible
Oxitetraciclina 30 >19 15-18 <14 CLSI 2.6cm Sensible
iﬁ%ﬁ‘g}e"r‘rﬁgfs‘] Cloxacilina 5 522 <21 cLsl  33cm Sensible
Estreptomicina 30 > 22 18-21 <17 Test KB 3.3cm Sensible
Cefalosporina 30 >22 <21 EUCAST 2.8cm Sensible
A.gejnt.e Antimicrobiano Qarga del Diém.etro del halo de .inhibici(’)n' (mm)  Método Diémgtro Sengibilidgd/
Etiologico disco (ug)  Sensible  Intermedia  Resistente Empleado  Obtenido Resistencia
Cefalexina 30 >25 20-24 <19 CLSI 3.5¢cm Sensible
Oxitetraciclina 30 >19 15-18 <14 CLSI 2.5¢cm Sensible
S1epIVIOCO%t Glowacilina 5 522 <21 CLSl  34cm Sensible
Estreptomicina 30 >22 18-21 <17 Test KB 2.8cm Sensible
Cefalosporina 30 >22 <21 EUCAST  29cm Sensible
A.gejnt.e Antimicrobiano Qarga del Diémgtro del halo de.inhibiciér'l (mm)  Método Diémgtro Sengibilidgd/
Etiologico disco (ug)  Sensible Intermedia Resistente Empleado  Obtenido Resistencia
Cefalexina 30 > 27 25-26 <24 CLSI 4.5cm Sensible
Oxitetraciclina 30 >23 19- 22 <18 CLSI 2.7cm Sensible
SHeplococes  Cloxaciina 5 S24 <23 CLsl 27cm Sensible
Estreptomicina 30 >22 18-21 <17 Test KB 29cm Sensible
Cefalosporina 30 > 27 25-26 <24 CLSI 2.5¢cm Sensible

(4g) = Microgramo

Cm = Centimetros

CLSI = Clinical and Laboratory Standards Institute

EUCAST= European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
Test KB = Sensibilidad de Kirby-Bauer
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Los resultados expuestos en la tabla 4 muestran que los agentes etioldgicos
Staphylococcus epidermis, Staphylococcus aureus y Streptococos uberis, son
sensibles a los antibidticos Cefalexina, Oxitetraciclina, Cloxacilina,
Estreptomicina y Cefalosporina, puesto que presentan diametros del halo de
inhibicion mayores a los diametros estipulados por las metodologias empleadas,
por lo que se puede determinar que los patégenos aislados no presentan ningun
tipo de resistencia a los antibidticos empleados.

Pese a que los agentes etioldgicos evaluados no presentaron resistencia alguna
a los antibidticos utilizados, en multiples estudios se observan que los agentes
causales de mastitis bovina presentan indices de resistencia elevados a ciertos
antibiéticos, ejemplo de aquello es el estudio de Cruz et al. (2007) quien presentd
resistencia en los Staphylococcus aureus, a la estreptomicina y oxacilina con
83.3% y 60%, respectivamente, el Streptococcus spp. Mostré 73.6% de
resistencia a estreptomicina, a tetraciclina 63.1% y a penicilina G potésica 63.1%
y los Staphylococcus spp., 41% de resistencia a la oxacilina.

Por otra parte, Ballesteros y Valdivieso (2018) obtuvieron resistencia en
Staphylococcus coagulasa negativo, Levaduras spp, Enterecoccus vy
Pseudomonas a varias familias de antibidticos como los Betalactamicos 88 %
(Penicilina G 46.88 %, Ampicilina 18.8 %, Amoxicilina 3.13 %, Cefalosporinas
7.29 %, Fosfomicina 12.5 %), Aminoglucésidos 23.24 % (Estreptomicina 17.7 %,
Gentamicina 1 %, Neomicina 5.2 %), Tetraciclinas 12.5 % (Oxitetraciclina),
Macralidos 2% (Azitromicina), Fluoroquinolonas 2.08 % (Enrofloxacina 1.04 % y

Ciprofloxacina 1.04 %).

En afadidura, Bonifaz y Colango (2016) sostienen que la mayoria de los
patdogenos de la mastitis en la provincia de Pichincha son resistentes a la
Estreptomicina seguido de la Amoxicilina y en menor grado a la Cefalexina,
tetraciclina, Ciprofloxacina y Gentamicina. Pellegrino et al. (2011) presentaron
resistencia a los antibidticos eritromicina, estreptomicina, penicilina,

estreptomicina.

Quispe et al. (2021), determinaron que en su estudio los Streptococcus spp
resultaron resistente a la penicilina en 22%, a cefalexina en 22% vy sulfa

trimetoprima en 33.3%, en contraste la tetraciclina y la amoxicilina mas acido
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Clavulanico, fueron sensibles al 100%, por otro lado, los Staphylococcus spp
resultaron resistente a la penicilina en 52% y la amoxicilina méas acido clavulanico
en 28%, mientras que, para la cefalexina, tetraciclina y sulfatrimetoprim fueron

sensibles al 100%.

Los parametros de sensibilidad presentes en este estudio difieren por completo
a los estudios ejemplificados, puesto que en su mayoria mostraron resistencia a
multiples grupos de antibidticos, cabe destacar que estas investigaciones
mantenian prevalencia de mastitis agudas y graves por lo cual pudiese ser un
factor que predispone dicha resistencia, en particular los resultados positivos de
del presente estudio eran de grado positivo (+) pudiéndose definir como mastitis
subclinica, siendo este un factor favorable para que los antibiéticos muestren la
efectividad adecuada para disminuir o eliminar la presencia de los agentes

causales de Mastitis subclinica bovina (Calvinho, 2012)
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CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

Se identific6 mastitis subclinica en el 5.2 % de la vacas de siete fincas adscritas
al Centro de Acopio de Lacteos la Parroquia San Isidro, Canton Sucre.

Los principales agentes etioldgicos identificados causantes de mastitis
subclinica en vacas de siete fincas adscritas al Centro de Acopio de Lacteos la
Parroquia San Isidro, Canton Sucre fueron Staphylococcus Epidermidis (52.9%),

Staphylococcus Aureus (29.4 %) y Estreptococos Uberis (17.6 %).

Los microorganismos identificados mostraron alta sensibilidad a los antibiéticos.

Cefalexina, Oxitetraciclina, Cloxacilina, Estreptomicina y Cefalosporina.

5.2. RECOMENDACIONES

Capacitar a los ganaderos de las fincas asociadas al centro de Lacteos San
Isidro con respecto a Buenas practicas ganaderas (BPGs), para evitar el
desconocimiento sobre las técnicas diagnésticas y el uso incorrecto de los
tratamientos, con la intencion de evitar el uso indiscriminado de antimicrobianos,
ademas de contrarrestar la resistencia bacteriana en los hatos lecheros y en la

salud publica.

Realizar nuevas investigaciones en zonas aledafas a la parroquia San lIsidro,

Cantén Sucre, en busca de otros agentes etiol6gicos de mastitis subclinica.

Realizar pruebas de sensibilidad con diversos antibiéticos a fin de identificar la

susceptibilidad de los microorganismos que se identifiquen.
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ANEXO N° 1: Valoracion a mastitis subclinica por medio de técnicas de
Campo.

Anexo 1A: Propietario de la finca Anexo 1B: Prueba de CMT.

Anexo N° 2: Identificacion de microorganismos con pruebas de laboratorio de
siembra e identificacion de agentes bacterianos y antibiograma.

Anexo 2A: Toma de muestra para laboratorio Anexo 2B: Medios bacterianos
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Anexo 2C: Cultivo de colonias Anexo 2D: Técnica de antibiograma

o

Anexo 2F: Prueba de coagulasa




Anexo N° 3: Pruebas descriptivas realizadas

Anexo 3A: Tabulacion de datos obtenidos en el antibiograma
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