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INTRODUCCION
En Sinaloa, la produccidn semiintensiva de leche de ganado bovino tiene
problemas zoosanitarios que afectan la productividad de los sistemas de
produccion de doble-propdsito, la mastitis subclinica constituye el mayor
problema en ganado cuyo principal propésito es la produccion de leche,
con lo que se ocasionan graves pérdidas econdmicas.

El sur de Sinaloa aporta una produccion de leche de alrededor de 100
mil litros por dia, producida por mas de 500 ganaderos, con hatos de 50 a
100 animales, con diferente grado de encastamiento de la raza Holstein.

Mastitis

La mastitis es una enfermedad altamente prevaleciente en el ganado
lechero, y es una de las enfermedades mds importantes que afecta
mundialmente la industria lechera; ocasiona pérdidas econdmicas

.:h&

Figura 1. Muestreo de leche para el diagndstico de mastitis con la prueba
California.
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muy fuertes a todos los productores de leche en el mundo, debido a
la disminucidn en el rendimiento de leche y un aumento en él nimero
de tratamientos clinicos y desecho temprano de vacas, por lo que se ha
reconocido, durante algin tiempo, como la enfermedad mas costosa en
los hatos lecheros.

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

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

La mastitis causa entre 40 y 50 % de disminucién en los margenes
econdmicos netos por vaca, con la mayor parte de estas pérdidas debidas
entre 5y 7 % por disminucién en la cantidad de leche por lactancia. Las
estimaciones de las pérdidas causadas por un menor rendimiento fluctian
de 100 a 500 kilogramos por vaca por lactancia. Cuando las mastitis
clinicas ocurren, los gastos adicionales se presentan por: eliminacién de
leche anormal, las compras de medicinas y los honorarios por la atencidn
veterinaria.

Mastitis subclinica

La mastitis subclinica es una inflamacion de la ubre sin sintomas externos
reconocibles. El contenido de células somaticas estd elevado en dos
de tres muestreos (con un intervalo de una semana) y se observa la
presencia de patdgenos de mastitis, la composiciéon quimica de la leche
esta alterada. En el establo lechero la determinacion del contenido de
células al inicio del ordefio, se puede hacer con la prueba celular de la
leche [Prueba California para Mastitis' (CMT, por sus siglas en inglés)

1 Prueba California para Mastitis (CMT): es usada como una prueba filtro para
detectar altas cuentas celulares en la leche. La cuenta es usualmente alta en vacas
frescas y vacas secas. Una prueba California positiva no indica necesariamente
una infeccién bacteriana.
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o prueba de Schalm]. Este es un método indirecto muy confiable para
determinar el contenido celular.

FUNCIONAMIENTO FISIOLOGICO DE LAS CELULAS LACTEAS

La leche contiene células somdticas, que en una glandula mamaria sana
solo se presentan en cantidades pequefias. En este caso, se trata de células
de tejidos (células epiteliales) y de células de defensa (granulocitos,
polimorfonucleares, neutrofilos, macréfagos y linfocitos). La importancia
bioldgica de las células somaticas estriba en la intervencién en la defensa
contra infecciones de la ubre. En enfermedades y estimulaciones de la
gldandula mamaria aumenta el contenido de células enlaleche, asimismo el
contenido de células sanguineas de defensa aumenta considerablemente.

Mastitis clinica/mastitis aguda

La mastitis aguda se observa con sintomas claros de una inflamacién de
la ubre, hay temperatura elevada, con dolores e inflamacidn. La leche
estd muy alterada microscdpicamente y con frecuencia los animales
presentan fiebre.

Las pérdidas causadas por mastitis

a) En los casos de mastitis clinica:

e Pérdida por baja produccidn del animal enfermo.

e Pérdida de produccidon por la duracién de la eliminacién del
medicamento.

e Frecuentemente hay un perjuicio duradero en el rendimiento de la
vaca.

e Costos de medicamentos y del médico veterinario.

e Aumento en los costos de la mano de obra.

b) En los casos de mastitis subclinica:

¢ Una considerable reduccidn en la produccion diaria de leche.

e Cambios importantes en la composicion de la leche (cuajado del
queso).

e Se perjudica el valor higiénico de la leche.

e Los dafios causados a través de la mastitis subclinica son mucho
mayores, ya que esa forma de mastitis es 20 a 50 veces mas frecuente
gue la mastitis clinica.

e Ademas de los altos costos financieros para el ganadero, la mastitis
tiene una gran importancia en el valor higiénico de la leche y de sus
subproductos.

Debido a lo siguiente:
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¢ Algunos agentes causales de mastitis son patdégenos en humanos.

e Puede haber residuos de antibiéticos o quimicos en la leche por el
tratamiento de la ubre.

e El consumidor exige que la leche provenga de animales sanos.

Para la industria de lacteos son muy significativas las transformaciones
causadas a la leche por la mastitis. El tiempo de cuajado aumenta
en el caso de produccidn de queso y la cantidad de queso disminuye
considerablemente.

MICROORGANISMOS CONTAGIOSOS DE MASTITIS ASOCIADOS A LA UBRE

La mastitis puede ser causada por, al menos, 135 agentes diferentes,
principalmente bacterias, las cuales pueden ser patégenas o de origen
ambiental. Entre las bacterias que con mayor frecuencia causan esta
infeccion se encuentran Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae
y Escherichia coli. Como factores ambientales determinantes se
encuentran: la ubicacién del ganado (estabulado o en pastura); la ausencia
del control de moscas; hacinamiento; malas practicas de ordefio; estacion
climdtica caliente; y malas condiciones de mantenimiento.

Estos agentes contagiosos pueden, a largo plazo, Unicamente sobrevivir
en la ubre. Por ello es la glandula mamaria el reservorio principal para los
agentes contagiosos que salen al exterior en la leche.

El contagio se efectua principalmente en la ordefia, de un cuarto a
otro, de una vaca a otra y son transmitidos principalmente de la siguiente
forma:

¢ Mediante la mano del ordefiador.

¢ A través de aerosoles de la leche.

e Mediante las toallas para secar la ubre.

¢ Mediante el equipo de ordefio.

UTILIDAD DE LA PRUEBA DE SENSIBILIDAD ANTIMICROBIANA

Las bacterias pueden presentar una natural resistencia a los antibidticos
(por ejemplo, Eschericha coli siempre es resistente contra la penicilina).
También se sabe que existen genes mutantes que pueden inducir
resistencia al ser traspasados entre las bacterias y transformando a las
bacterias sensibles en resistentes, ocurriendo este fendmeno por mala
dosificacion del antimicrobiano o antibidtico (solamente uno o dos dias
de tratamiento, dosis sin calcular el peso real del cuerpo de una vaca,
etc.), eleccidn errénea del mismo (poner penicilina a una mastitis por
coliformes o a un Staphylococcu ya reconocido como resistente a la
penicilina).
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Las Pruebas de Sensibilidad o Pruebas de Resistencia (también
llamados antibiogramas) orientan el tratamiento de las mastitis, bajo la
supervisién de un veterinario clinico. El fundamento de un antibiograma
consiste en la cantidad de un antibidtico que es capaz de inhibir totalmente
el crecimiento de un microorganismo en ciertas condiciones.

El antibiograma es una técnica de estudio in vitro? de la actividad de
los antimicrobianos sobre un microorganismo determinado. La valoracidn
de dicha actividad constituye una de las bases fundamentales para el
tratamiento de muchas enfermedades infecciosas, ya que orienta en la
seleccion de antibidticos que se han de utilizar en un enfermo en el que
se conoce el agente causal de la infeccion, mediante el establecimiento
de una prediccién de la respuesta terapéutica, que se obtiene a través del
anadlisis de datos y conceptos microbioldgicos, farmacoldgicos y clinicos
continuamente actualizados.

Los microorganismos pueden clasificarse en:

e Sensibles: cuando la concentracion minima inhibitoria de un
antibiotico para una bacteria se puede conseguir in vivo® con dosis
terapéuticas y la experiencia ha demostrado su eficacia.

e Resistentes: cuando el microorganismo no es inhibido por las
concentraciones que normalmente se pueden obtener en el sitio de la
infeccion.

¢ Intermedios: cuando las bacterias se inhiben con concentraciones
gue no se alcanzan con dosis habituales, pero que pueden alcanzarse con
dosis mas altas sin que sean téxicas.

Las mastitis subclinicas son el principal reservorio de patdgenos
infecciosos mamarios, razon que obliga a conocery estudiar la distribucidn
de los modelos de sensibilidad que presentan las bacterias productoras
de mastitis y que estardn presentes en las muestras de leche de las
poblaciones de vacas que se estan controlando y tratando por causa de la
enfermedad. Solamente de esta forma veterinarios y ganaderos estardn
en condiciones de tomar las decisiones estratégicas mas efectivas que
asegurardn un programa éptimo de uso de los antibidticos mds especificos
por ser los mas efectivos y mas baratos para un programa de control de la
enfermedad en cada region.

2 In vitro: técnica para realizar un determinado experimento en un tubo de
ensayo.

3 In vivo: significa “que ocurre o tiene lugar dentro de un organismo”. En
ciencia, in vivo se refiere a experimentacion hecha dentro o en el tejido vivo de
un organismo vivo, por oposicidn a uno parcial o muerto. Pruebas con animales
y los ensayos clinicos son formas de investigacion in vivo.
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PROCEDIMIENTO RECOMENDADO PARA LA TOMA DE MUESTRAS

Toma antiséptica de muestras de leche

Para hacer un examen bacterioldgico, es indispensable la toma antiséptica
de muestras bajo condiciones adecuadas. Ademds, es importante
obtener cuidadosamente las muestras y trasladarlas en una hielera a baja
temperatura.

EQUIPO Y MATERIAL

Los tubos de ensayo deben de estar bien cerrados y con un tapdn
hermético. Su esterilizacién debe ser mediante calor o gas. Si la tapa
del tubo es de colores diferentes, esto puede ser Gtil para identificar los
diferentes cuartos muestreados. El buen traslado de los tubos se puede
realizar en las gradillas* adecuadas.

Figura 2. Muestras de leche para envio a laboratorio.

TOALLAS DE LIMPIEZA

Se deben utilizar toallas de papel desechables, a las cuales se les rocia
con una solucién de etanol, propanol o isopropanol a concentracién de
70 a 80 %.

HIELERA PORTATIL
Para el transporte de las muestras de leche del establo al laboratorio se
utilizard una hielera hermética portatil.

4 Gradilla: utensilio que se utiliza en los laboratorios para mantener verticales y
ordenados los tubos de ensayo.
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Preparacion de los pezones

Antes de tomar las muestras, los pezones deben de ser desinfectados. El
lavado de los pezones se hace solamente si existe suciedad. En este caso
se untilizara una solucién desinfectante de cloro con 20 partes por millén
(ppm) o con yodo a concentraciéon de 60 ppm. Enseguida se secard el
pezdn con una toalla desechable.

Se desechan de 10 a 15 mililitros (mL) de leche de cada cuarto.
Enseguida se limpia la punta del pezdn y su orificio durante 10 a 15
segundos con una toalla desechable sumergida en alcohol, con esto
ocurre la desinfeccidn. Se utiliza una toalla para cada pezdn. El pezén mas
cercano al técnico que toma la muestra es el Gltimo que se desinfectay la
primera muestra se toma del pezén mas cercano.

Toma de la muestra

Las manos deberan desinfectarse antes de tocar la ubre. El tubo de
ensayo debe colocarse de forma horizontal y debe evitarse la entrada
de suciedad. La toma de muestra se hace con una presién minima y de
ser posible con una sola presién del pezdn. El tubo de muestra debe ser
llenado con dos tercios como maximo.

Conservacion y manejo de las muestras

Los tubos de ensayo llenos con muestras deben de ser transportados en
una gradilla adecuada hacia el laboratorio. Cuando hace mucho calor o
existe retraso en el transporte, los tubos deben ser colocados en una
hielera con aguay hielo. El procesamiento de la muestra debera ser hecho
inmediatamente después de su llegada al laboratorio. La temperatura
de traslado serd de 4 a 5 grados centigrados (°C). Debera evitarse un
almacenamiento de la muestra mayor de 24 horas.

Conservacion

Las muestras deben ser preservadas en frio mas de 24 horas para su
investigacion bacterioldgica después de latoma. Para ello podemos utilizar
preparaciones de acido borico (H,BO,), la concentracion adecuada es de
0.5 a 0.6 % en la muestra. Esto se puede lograr también con 5 gramos de
H,BO, + 1 gramo de glicerina en 100 mL de agua destilada; de los cuales
1.2 mL de esa solucion son suficientes para 10 mL de leche. Para ese
propdsito existen en soluciones comerciales. Las muestras conservadas
de esta forma pueden permanecer 24 horas a temperatura ambiente (20
°C) y otras 24 horas mas a 6 °C para enseguida ser analizadas.
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Preparacion de las muestras

Después de enfriar las muestras, las bacterias se concentran en la capa
de grasa. Por ello todos los tubos deben ser cuidadosamente agitados y
calentados a una temperatura de 16 a 18 °C.

Inoculacion de los medios

En el diagndstico microbiolégico de la mastitis, no se puede hacer un
indculo cuantitativo. Debido a su tamafio y a la superficie sembrada
existen las respectivas variaciones de la cantidad de cepas encontradas.
Por ello se recomienda, utilizar un inéculo de 0.05 mL, el cual debera
ser sembrado en cuando menos media caja de Petri® [se puede usar una
asa con didmetro de 6 milimetros (mm). Una espatula de vidrio o un
palillo de vidrio también pueden ser utilizados]. Para la investigacién de
todas las vacas de un hato, se puede utilizar un indculo de 0.01 mL en
un cuarto de una caja de Petri. Por lo tanto, todas las muestras de leche
infectadas y no infectadas contendrdn una cantidad baja de microbios.
Algunos cuartos infectados pueden, en algunos casos, contener menos
de 20 microorganismos patdgenos por mililitro; entonces, son necesarias
mas investigaciones de diferentes muestras del mismo cuarto, esto porta
mas y mejor informacién que varias inoculaciones de una sola muestra.

Preincubacion de las muestras de leche

En casos de las llamadas mastitis clinicas o subclinicas antisépticas
(trastornos de la secrecion), ocasionalmente puede ser encontrado el
agente patdgeno cuando se realiza un preenriquecimiento de la muestra
a 37 °C con una duracion de 6 a 18 horas antes de ser sembrado en
agar sangre®. Este tipo de preenriquecimiento puede ser realizado
Unicamente cuando la muestra ha sido tomada en forma antiséptica. En
el caso de la interpretacidn de las placas de agar sangre, debe tenerse
mucha precaucién y se hard una toma de muestras de los cuatro cuartos
y todos seran enriquecidos. Unicamente en caso de que se presenten
microorganismos patdogenos en un cuarto sospechoso puede ser

5 Caja de Petri: recipiente de cristal utilizado en laboratorios, formado por dos
discos que pueden adaptarse entre si. La caja de Petri se utiliza generalmente
para la separacidn de los microbios cuyas colonias se desarrollan aisladamente y
pueden ser estudiadas con facilidad.

6 El agar sangre es una combinacién de un agar base (agar nutritivo) con el
agregado de 5 % de sangre ovina, también puede usarse sangre humana,
para cultivos en una placa de agar. El agar sangre aporta muchos factores de
enriquecimiento. Se usa también para ver la capacidad hemolitica de los
microorganismos patdgenos (que es un factor de virulencia).
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diagnosticado con seguridad. Una confirmacidn del diagnostico, debera
realizarse mediante la puncién de la teta o mediante la investigacién de
muestras frescas de leche.

Incubacion en agar sangre

El agar sangre es el medio de cultivo mas adecuado para aislar los agentes
causales de mastitis. La diferenciacién de Streptococcus, Staphylococcus
aureus y Micrococcus spp., se puede hacer bien en este medio. Si al medio
se le agrega el 0.1% de esculina’ se hace una mejor diferenciacion de los
Streptococcus. La temperatura de incubacién varia entre 35y 37 °C. La
lectura de los medios se realiza entre 24 y 48 horas después de haber sido
inoculados los medios o se realiza una sola lectura a las 36 horas.

Incubacion en soya tripticasa

Tocar con un asa 4 o 5 colonias aisladas del mismo tipo morfoldgico e
inocular en 4 o 5 mL de medio de cultivo, pudiendo ser caldo Mueller-
Hilton® o caldo soya tripticasa’; se incuba a 35 °C hasta que aparezca
una turbidez (que se vea turbio) ligera (generalmente entre 2 y 5 horas).
La turbidez se ajusta con solucidn salina estéril o caldo estéril hasta
tener una densidad comparable, con un estdndar que corresponde
aproximadamente 108 microorganismos por mililitro. La suspensién
ajustada del indculo no debe permanecer mas de 15 a 20 minutos antes
de proceder a sembrar en la caja de Petri.

Incubacion en Mueller-Hilton

Para inocular el agar se utiliza un hisopo estéril de algoddn, el cual se
humedece con la suspension, se quita el exceso de caldo presionando
y girando el hisopo sobre la pared interna del tubo por arriba del nivel

7 La esculina es un glucésido toxico que se encuentra en el fruto del castafio
de Indias (Aesculus hippocastanum) y en el falso castafio de California (Aesculus
californica). Los efectos que produce suingesta son: espasmos, dolor de estdmago,
diarrea, desorientacién e incluso la muerte. Se utiliza en microbiologia para
preparar un medio de cultivo para bacterias que se llama agar bilis esculina.

8 Agar Mueller-Hinton: este medio de cultivo ha sido recomendado
universalmente para la prueba de sensibilidad a los antimicrobianos. Ademas es
util con el agregado de sangre para el cultivo y aislamiento de microorganismos
nutricionalmente exigentes.

9 Agar tripticasa soya (TSA): TSA es una medio multiuso, producido por la
digestion enzimatica de soya y caseina. Es la base de otros tipos de agar,
por ejemplo el agar sangre esta hecho de TSA enriquecido con sangre. TSA
permite crecer muchas bacterias semifastidosas incluyendo algunas especies
de Brucella, Corynebacterium, Listeria, Neisseria, y Vibrio.

15
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del caldo; se estria el medio en tres direcciones sobre la totalidad de la
superficie de agar, para obtener un inéculo uniforme, se efectia un ultimo
barrido del hisopo sobre el reborde de la caja de Petri y el agar. Cuando
el inéculo ha secado (de 3 a 5 minutos) se procede a colocar los discos.

Figura 3. Crecimiento de bacterias en medio soya tripticasa a 37 °C.

Colocacion de discos impregnados con antibidticos (sensidiscos)

Los discos se toman con pinza estéril y se colocan en el medio en un
tiempo menor de 15 minutos después de haber inoculado la placa; los
discos deberdn presionarse ligeramente para asegurar un contacto con la
superficie, debera prevenirse una sobreposicion de las zonas de inhibicién
con una distribucidon adecuada de los discos y con un limite no menor
de 15 mm de los bordes de la placa. Después de 15 minutos de haber
colocado los discos, invertir la caja de Petri e incubar a 35 °C sin agregar
dioxido de carbono (CO,). El tiempo de incubacion es de 16 a 18 horas.

Lectura de los halos de inhibicién

La mediciéon de los halos de inhibicion se hace con compases de calibracion
Vernier, regla o plantilla disefiada para este propésito, por el fondo de la
caja la cual se ilumina con luz reflejada.

Interpretacion de los resultados

Las cepas se clasificaran en Resistentes (R), Intermedias (1) o Sensibles (S),
dependiendo del diametro del halo de inhibicién (incluyendo los 6 mm
del disco), de acuerdo a la siguiente tabla.

16
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Cuadro 1. Antimicrobiano y diametro de halo de inhibicién en milimetros.

Antimicrobiano Contenido del . Staphylococcus
. E. coli.
disco spp.
Penicilina 0pg | - | -
Oxacilina luyg | - 18-24
Ampicilina 10 pg 16-22 27-35
Nafcilina luyg | - 16-22
Amoxilina/acido
L 20/10 pg 18-24 28-36
clavulanico
Ampicilina / Sulbactam 10/10 pg 19-24 29-37
Piperacilina / Tazobactam 100/10 pg 24-30 27-36
Tlcarcmnz,a /.audo 75/10 g 24-30 59.37
clavuldnico
Cefepime 30 ug 31-37 23-29
Cefazolina 30 ug 21-27 29-35

HUg: microgramos.

Figura 4. Antibiograma para identificar la sensibilidad del
microorganismo causante de la mastitis.

POSIBLES CAUSAS DE LIMITACION EN LA PRUEBA

¢ Uso de otro medio que no sea el de Mueller-Hinton (MH).

® Preparacién inadecuada del medio MH, sobre todo falta de control
de pH (acidez).

¢ Conservacion inadecuada de las placas de Petri con el medio Mueller-
Hinton.

¢ Almacenamiento inadecuado de los discos con antibidticos.
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¢ Indculo inadecuado por error en el ajuste de la densidad del
microorganismo en el caldo.

e No eliminar el exceso de liquido del hisopo antes de inocular las
cajas.

e Preparacion o almacenamiento inadecuado del estadndar de
referencia para turbidez.

e Tiempo inadecuado entre la preparacion del indculo y la inoculacién.

e Tiempo inadecuado en la aplicacién de los discos después de la
inoculacion de la placa.

e Tiempo inadecuado en la incubacion de la placa después de la
colocacién de los discos.

e Temperatura diferente de 35 °C o el uso de atmdsfera con aumento
de bidxido de carbono en la incubacidn.

e Lectura de resultados antes de 16-18 horas.

* No leer cuidadosamente los limites de las zonas de inhibicidn.

e Cultivos mixtos.

e Aplicacion del procedimiento a microorganismos de crecimiento
lento o anaerdbicos (desprovistos de oxigeno).

¢ No utilizar cepas de calidad controlada o no anotar los resultados de
la prueba de control.

e Errordetranscripcidonalanotarlosresultados de pruebasindividuales.

e Trabajar en condiciones de esterilidad, en presencia de mechero o
en campana de flujo laminar.

e Con pinza estéril, presionar ligeramente los multidiscos para asegurar
el contacto con la superficie del medio de cultivo.

e Las placas de Petri deben incubarse solo en posicion horizontal.

IDENTIFICACION DE GRUPOS ESPECIFICOS O ESPECIES DE AGENTES CAUSANTES
DE MASTITIS

Staphylococcus aureus

Esta bacteria produce en agar sangre colonias blanco-grisaceas vy
ocasionalmente doradas, con un didmetro de 3 a 5 mm. Regularmente,
se observan zonas tipicas de hemdlisis'®. La a-hemolisina produce una
zona clara con una hemdlisis completa, mientras que la B-hemolisina
causa una zona clara delimitada con una hemdlisis incompleta. Algunas
cepas de Staphylococcus aureus no son hemoliticas o producen una
zona muy estrecha de hemdlisis completa, limitada. Los estafilococos

10 La hemdlisis (eritrocateresis) es el fendmeno de la desintegracion
de los eritrocitos (gldbulos rojos o hematies). El eritrocito carece
de nucleo y organulos, por lo que no puede repararse y muere cuando se
desgasta.
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formadores de las hemolisinas tienen por lo regular el factor aglutinante
y son coagulasa positivos. Las colonias de estafilococos las cuales tienen
una zona muy pequeiia de hemdlisis (1 mm o menos), o que tienen una
hemodlisis parcial, son por lo regular coagulasa negativos. También esas
cepas pueden causar infecciones de la ubre con un nimero elevado de
células somaticas en leche. Los estafilococos son bacterias cocoides gram
positivas'! y se agrupan en forma de racimos de uva, observando las
bacterias al microscopio.

- - 4 - i
Figura 5. Caracteristicas propias de Staphylococcus spp. al
microscopio.

IDENTIFICACION PRELIMINAR

Si se encuentra presente una zona clara de B-hemdlisis en el agar sangre
no se necesita hacer la prueba de coagulasa o la del factor de aglutinacién.
En los demas casos se debe hacer, ya sea la identificacién del factor de
aglutinacion, de la coagulasa o se puede hacer una prueba con un kit
(paquete) comercial que nos ayude a la clasificacién de los estafilococos,
especialmente de los coagulasa negativos.

LA PRUEBA DEL FACTOR DE AGLUTINACION

A una asa de bacterias que se han tomado de una caja con medio de agar
sangre, se le agrega una gota de solucion salina fisiolégica y esto se mezcla
en un portaobjetos con unas gotas de plasma citratado bovino, de cerdo

11 Gram-positivas: bacterias que se tifien de azul oscuro o violeta por accién de
la tincién de Gram.
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o conejo. La aglutinacidn significa un resultado positivo. Paralelamente se
realiza una prueba control utilizando NaCl (cloruro de sodio) fisiolégico.

Formacion de coagulo (+)
Figura 6. Prueba de coagulasa en portaobjetos.

PRUEBA DE COAGULASA EN TUBO DE ENSAYO

Se toma una colonia sencilla de un cultivo de 24 horas de incubacion,
o se pueden tomar 0.02 mL de un cultivo en caldo, esto se mezcla con
1.0y 3.0 mL de plasma citratado de conejo, de cerdo o de humano (este
plasma previamente se diluird en solucién salina fisioldgica 1:5). Ademas,
se deben tener dos controles, uno positivo y otro negativo. La incubacion
se hace en bafio Maria'? a 37 °C. La coagulacién del plasma se observa
entre las 3y 24 horas de incubacién.

Figura 7. Prueba de coagulasa en tubo de ensayo.

12 Bafio Maria: forma de preparacion que consiste en dejar un recipiente con el
alimento en agua hirviendo un determinado tiempo, con el propdsito de aplicar
calor de esta forma y provocar que cuaje.
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Los estreptococos

En el agar sangre los estreptococos forman colonias pequenfas, brillantes,
suaves, catalasa® negativas y que estan rodeadas de forma diferenciada
por zonas de hemdlisis (a-hemdlisis, B-hemdlisis). Existen colonias
similares que no pertenecen a los estreptococos. Por ello, la identificacion
de las colonias de estreptococos se realiza regularmente mediante un
subcultivo en un medio liquido y observando las bacterias al microscopio.

Figura 8. Caracteristicas propias de Streptococcus spp. al
microscopio.

ANALISIS DE LOS SERVICIOS A GANADEROS

En Sinaloa, a partir de las 61 cepas patdgenas aisladas se identificaron
por sus propiedades bioquimicas y de cultivo, a Staphylococcus aureus,
Streptococcus spp. y Escherichia coli.

Seaislaron 39 cepasde Staphylococcus aureus, por ser lamdsfrecuente,
todas las cepas fueron resistentes a penicilina (100 %), asimismo, el
mayor porcentaje se detectd en ampicilina (97.43 %), oxacilina (87.87
%), cefalotina (83.33 %), dicloxacilina (83.33 %) y nafcilina (81.81%). Sin
embargo, resulto ser sensible a Enrofloxacin baytril (83.34 %) y cefepime
(78.79 %), como se observa en la Figura 9.

Para el caso de Streptococcus spp., se aislaron 18 cepas, el mayor
porcentaje de resistencia fue con oxacilina (38.88 %), penicilina (27.77

13 La catalasa es una enzima que se encuentra en organismos vivos y cataliza la

descomposicion del peréxido de hidrégeno (H,0,) en oxigeno y agua.
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%), ampicilina (27.77 %) y nafcilina (27.77 %). Resultando sensible a la
mayoria de los antibiéticos en mas de 85 % y en un 100 % resultd ser
sensible a enrofloxacin baytril y cefepime.

Finalmente, se aislaron cuatro cepas patégenas bacterianas de
Escherichia coli, resultando 100 % resistente a penicilina, oxacilina (50 %),
nafcilina (50 %) y piperacilina/tazobactam (25 %). Sin embargo, al resto de
los antibidticos resultd sensible en 100 %.

Susceptibilidad antimicrobiana de Staphylococ-
cus aureus

100

M Resistencia % M Sensibilidad %

Figura 9. Susceptibilidad antimicrobiana de 39 cepas de Staphylococcus
aureus aisladas de muestras de leche de vacas con mastitis clinica y
subclinica de varios establos en Sinaloa.

Esto significa que probablemente en los establos evaluados se han
utilizado con frecuencia los antibidticos antes mencionados para el
control de la mastitis, lo cual ha expuesto a las bacterias a una presién
de seleccidn alta, lo que ha provocado el desarrollo de resistencia de las
bacterias patdgenas causantes de la mastitis.

Con base en los resultados se puede concluir que las bacterias
patdgenas causantes de mastitis bovina en Sinaloa, presentan resistencia
a mas de un antimicrobiano, siendo recomendable que se realice el
antibiograma para cada aislado y que la adquisicién de antibidticos se
realice a través de receta veterinaria, ademas realizar un permanente
monitoreo de resistencia bacteriana.

Con base en los resultados obtenidos del estudio realizado de
investigacion hasta enero de 2010 sobre la mastitis bovina en el
sur de Sinaloa, se determind que de las 24 pruebas de sensibilidad
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(antibiogramas) en leche, el porcentaje de sensibilidad de diferentes
bacterias aisladas de las muestras de leche a distintos antibidticos —
viendo para cada germen el porcentaje de sensibilidad a cada uno de los
diez antibidticos enfrentados, calculados para Sensibles (S), Intermedios
y Resistentes (R), asi como el nimero de gérmenes encontrados—
destacan Staphylococcus aureus (75 % de los casos) como el agente que
mas mastitis origina; seguido del grupo de los estreptococos, donde cabe
resaltar el 40 % de los casos de Streptococcus agalactiae, recordando
gue la mastitis por este germen se puede erradicar, ya que solo sobrevive
dentro de la ubre, por lo que con un tratamiento adecuado (penicilina),
se puede controlar.

Ante el resultado de un analisis, donde nos indican el germen aislado
y el antibiograma, se deben elegir para aplicar al tratamiento aquellos
antibidticos (aplicar a través del canal del pezdn) que consten como S
(sensibles), en el supuesto de que haya varios; en general se elegira el
mas barato y con menos reacciones secundarias, respetando siempre los
plazos de espera (3 a 4 dias) para entregar la leche a la industria.

Finalmente, cabe sefialar que el poco conocimiento que tienen los
productores sinaloenses sobre la mastitis bovina (cémo se controla, y lo
mas importante: cémo se previene), provoca que se esté consumiendo
leche de mala calidad o mamitosa, y en ocasiones con residuos de
antibidticos en la carne y productos de la leche.
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