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| Resumen Abstract

El andlisis de la calidad de la leche cruda es una
practica cotidiana muy utilizada en el sector lacteo.
Se realiza con diferentes objetivos: determinar el
pago a productores segun la calidad higiénica -
sanitaria y composicional y controlar la materia
prima que ingresa a la industria y que iniciara un
proceso de transformacion para productos de alta
calidad que seran entregados al consumidor final.

Una de las causas por la cual se ve afectada la calidad
de la leche es la mastitis, proceso inflamatorio,
principalmente infeccioso, muy frecuente entre los
hatos lecheros de nuestro medio y de gran impacto
econdmico en el sector, ya que es considerada la
enfermedad que genera mayores pérdidas para la
industria lactea y los productores. Sin embargo,
puede llegar a controlarse eficientemente, incluso
erradicarse en el caso de Streptococcus agalactiae,
empleando una adecuada terapia antibidtica, en
conjunto, con apropiadas medidas de manejo desde
el ordeno. La toma de la muestra es el primer eslabon
que condiciona el logro de los buenos resultados
del analisis microbiologico.

El presente documento tiene como objetivo:

+ Informar cudlessonlascondiciones que se deben
de tener para realizar un muestreo exitoso.

» Nombrar algunas técnicas microbiolégicas que
sonutilizadasen ellaboratorio para el diagndstico
de los microorganismos causantes de mastitis.

+» Nombrarlosprincipales microorganismos causantes
de la mastitis bovina en nuestro medio.

The analysis of the quality of raw milk is a daily
practice widely used in the dairy sector. It is done
with different objectives: making the payment
to producers, depending on the milk hygienic
- sanitary and compositional, and controlling
raw material entering into industry, to initiate a
process of transformation to high quality products
that are delivered to the final consumer.

One reason why is affected the quality of the milk
is mastitis. It is an inflammatory process, mainly
infectious, very common among dairy herds in our
area and of great economic impact on the sector.
This disease is considered the one that generates
greater losses for the dairy industry and farmers.
However, sometimes can be controlled efficiently
and maybe eradicated, in the case Streptococcus
agalactiae, employing adequate antibiotic therapy,
in conjunction with appropriate measures from
milking management. The sampling is the first
step that determines the achievement of good
results of microbiological analysis.

This document aims to:

+ Report what the conditions must have for
getting a successful sampling.

+ Name some microbiological techniques that
are used in the laboratory for diagnosis of
mastitis-causing organisms.

+ Name the main organisms causing bovine
mastitis in our environment.
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| Introduccién

La mastitis bovina es la
enfermedad de mayor impacto
economico en los hatos lecheros
en el dmbito mundial. Influye
en: la salud y el bienestar de las
vacas, la produccion, la calidad
y la seguridad de la leche que
se entrega a la industria. Estos
factores afectan la rentabilidad
de los hatos e industrias lecheras.

Alrededor de 140 microorganismos
pueden causar mastitis. Ellos se
agrupan en:

+ Microorganismos contagiosos
como Streptococcus agalactiae
y Staphylococcus  aureus,
Corynebacterium bovis y
Mycoplasma bovis.

+ Microorganismosambientales
comoestreptococosno agalactiae
y bacterias coliformes.

-+ Microorganismos oportunistas
como estafilococos coagulasa
negativayotros microorganismos
como Pseudomonas, Nocardia
y levaduras (Philpot, 1977).

Se ha determinado que la glandula
mamaria sana es estéril, pero en el
ordeio hay diferentes condiciones
que no permiten obtener muestras
totalmente estériles. Ya sea con
extraccion manual o mecénica,
la leche contendra casi siempre
contaminantes provenientes del
canal del pezon, las lesiones del
pezon, la piel de la ubre o de las
manos de quien ordefa o realiza
el muestreo (Agrobit Gestion
Agropecuaria, 2004).

Las muestras de leche mal
recolectadas, y contaminadas
inadvertidamente, produciran



cultivos microbioldgicos dificiles
de interpretar y pueden conducir a
diagndsticos erréneos y decisiones
incorrectas en el manejo de la
mastitis. Por tal motivo, la toma de
la muestra, su almacenamiento y el
manejo en general es importante
para garantizar un diagnoéstico
preciso, oportuno y confiable,
el cual es esencial para ayudar
a determinar los protocolos
de tratamientos y a desarrollar
estrategias que ayuden a prevenir
nuevas infecciones y a controlar
las existentes.

1. Toma de muestra

Se debe tener presente:

+ Tener las vacas limpias, con
ubres motiladas.

+ El ordenador debe utilizar
guantes de latex o polivinilo.

+ Para realizar la toma de
muestrasyel ordefo, realizar
previadesinfeccion de manos
entrevacayvacaconjabones
antibacteriales apropiados.

Pasosparatomay manejo
demuestras para andlisis

microbiolégico

» Identificarel recipiente estéril
antes de tomarlamuestra con:
- Fecha
- Identificacién de la vaca
o tanque de enfriamiento
(nombre o nimero), cuarto
0 muestra combinada.

+» Lavarysecarlospezonesque
estin demasiados sucios,
antes de tomar la muestra, y
limpiarlos con una toalla de
papel desechable.

+ Realizar el despunte, con dos
o tres chorros. NUNCA usar

los primeros chorros para la
muestra.

+ Cuandosevatomar muestrade
los cuatro cuartos, desinfectar
primerolos pezoneslejanosy
después los cercanos.

Tomade muestra

» Empezar conlos cuartos mas
cercanos y terminar con los
mas lejanos.

> Aplicarundesinfectante efectivo
paralos cuartos a muestrear,
dejar en contacto como minimo
30 segundos.

+» Limpiarysecar conunatoalla
de papel desechable.

+» Frotarlaspuntasdelospezones
vigorosamente con un pano
desinfectante impregnado con
alcohol al 70%. Usar las que
sean necesarias.

» Desinfectar los pezones
nuevamente, cada vez que la
vaca pateé o muevala cola es
necesario.

+ Mantener el recipiente en un
angulo de 45 grados.

+» Cubrirelrecipiente consutapa
paraevitar, que caigasuciedad
dentro de este. El recipiente
no debe tocar el pezon.

+ Ordefar conlaminima presion
posible paraevitar turbulenciay
formacion deespuma, exponiendo
el recipiente una vez que este
saliendo la leche del pezén.
Evitar el empezar a tomar
la muestra con el recipiente
expuesto.

> Asegurar quelalecheNOtoque
los dedos nila mano.

+ Nuncallenarelfrascomasde
tres cuartos de su capacidad
total.

3 Aplicarundesinfectanteefectivo
a todos los cuartos o iniciar
el ordefio.
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+ Poner las muestras
INMEDIATAMENTE enuna
nevera o cava con hielo.

+ Trasladar las muestras al
laboratorio certificadolo mas
pronto posible para el analisis
microbiolégico. (Hoganetal.,
1999).

Cuando se requieren analizar
muestrasdetanquedeenfriamiento
se debe: esperar a terminar todo
el ordefio, dejar que la leche
alcance la temperatura de 4 a 5
grados centigrados y homogenizar
durante 3 minutos, para poder
proceder a tomar la muestra, con
un cucharon estéril o desinfectado
con alcohol, por la parte superior
del tanque de enfriamiento y no
por la valvula de descarga, porque
esta normalmente se encuentra
contaminada.

En cuanto al numero de muestras,
es importante aclarar que cuanto
mayor es el nimero de anlisis,
mejor sera la informacién que
se obtendra para identificar el
tipo de microorganismo que
esta causando la mastitis vy, asi,
se podran tomar decisiones
que ayuden con su tratamiento
y control. Con un muestreo
seriado (4 dias consecutivos) se
obtiene una informacién muy
representativa de la calidad
microbioldgica de la leche del hato.

Los productores de leche pueden
obtener resultados de muestras de
vacas individuales, las cuales han
sido previamente identificadas
(vacas afectadas). Este analisis
se justifica si el productor esta
dispuesto y comprometido a
tomar las medidas necesarias
para erradicar el problema del
hato (Levesque, 2004).
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Verificar la temperatura de la
muestra control. Si es inferior a
4 grados centigrados se puede
realizar el analisis microbioldgico,
de lo contrario no se debe
analizar y se deben tomar
medidas de control para que la
siguiente muestra cumpla con la
temperatura requerida.

2. Cultivo y aislamiento de
microorg anismos causante
de mastitis

Las pruebas microbiologicas son un
método directo para determinar el
tipo de microorganismo causante
de mastitis. El medio utilizado
para el aislamiento primario de la
mayoria de los microorganismos es
agar sangre con 0.1% de esculina,
constituye la prueba de referencia
de la microbiologia tradicional
(Wallace, 2008).

Cuando la muestra de leche llega

al laboratorio:

> Se siembran 10 microlitros
de la muestra de leche en la
superficie del agar sangre
esculina.

+» Seincubaaunatemperaturade
37 grados centigrado durante
24 a 48 horas.

+» Unaveztranscurrido el tiempo
de incubacidn se observa el
crecimiento de diferentestipos
de colonias.

+» Serealizacoloraciéon de Gram
paraidentificarla morfologia
y el tipo de bacterias Gram
positivas o Gram negativas,
adicionalmente se realizan
las pruebas confirmatorias
(catalasa, oxidasa, Campyotras
bioquimicas) ysesiembraen
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medios de cultivos selectivos,
cuyos resultadosnosllevana
identificar cules sonlos géneros
yespecies de microorganismos
causantes de la mastitis.

+ Por ultimo, se realizan los
antibiogramas. Esta prueba
nos indica la resistencia o
sensibilidad de las bacterias
a los antibioticos.

En cultivos rutinarios de leche
de tanque de enfriamiento se
considera que tanto Staphylococcus
aureus como  Streptococcus
agalactiae provienen del interior
dela glandula mamaria y no son

el resultado de contaminacion
externa. La presencia de estos
microorganismos en leche de
tanque de enfriamiento indica
que estan causando infecciones
intramamarias en el hato, sin
embargo, la falta de aislamiento de
estos microorganismos no indica
su ausencia.

Sihayun problema de Streptococcus
agalactiae y el productor desea
erradicarlo de su hato, debe:
realizar cultivos a todas las vacas
y tratar los animales con cultivo
positivo. Si el productor no desea
tratar o descartar las vacas con



infecciones cronicas en estos hatos,
NO debe desperdiciar su tiempo
y dinero en hacer cultivos.

En los hatos que tienen
Staphylococcus aureus, el cultivo de
todo el hato se justifica solo si se
va a identificar el grupo de vacas
con Staphylococcus, para luego
separarlo y ordefiar de acuerdo
con el grupo (Linn, 1997).

No hay absolutamente ninguna
ventaja en hacer cultivos de todo
el hato cuando las muestras
de tanques de leche muestran
problemas de mastitis ocasionada
por microorganismos ambientales.

Los cultivos de vacas individuales
debe ser una estrategia infaltable
en los programas de calidad
de la leche, estos también se
pueden utilizar como medida de
seguimiento a las recomendaciones
que da el personal técnico para
controlar la mastitis.

3. Microorganismos
contagiosos

La mastitis contagiosa se define
como una infeccién intramamaria
transmitida de vaca a vaca durante
el ordeo, a través de las manos del
ordefiador, de las pezoneras o de
otros elementos utilizados para
el ordefo. Los microorganismos
contagiosos incluyen los Streptococcus
agalactiae, Staphylococcus aureus,
Corynebacterium bovis, Mycoplasma
spp 'y Streptococcus dysgalactiae.
Pueden sobrevivir un largo
plazo solo en la ubre, ya que la
glandula mamaria es su reservorio
principal.
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Figura 1. Cultivo de leche con
crecimiento de  Streptococcus
agalactiae en un medio de agar
sangre con esculina.

Colonias

Figura 2. Vista a través de
microscopio, placa en fresco con
solucion salina.

Cocosen cadenas

Figura 3. Prueba de Camp positiva,
confirmatoria de Streptococcus
agalactiae.

Figura 4. Cultivo de leche con
crecimiento de Staphylococcus

\:

Zonas de doble aureus en un medio de agar sangre
hemolisis (rompimiento con esculina.
de los glébulos rojos)

i

Corynebacterium bovis

Figura 5. Placa en fresco con
solucion salina.
Bacilos pleomorficos

Figura 6. Cultivo de leche con
crecimiento de Mycoplasma spp
en medio de cultivo Hayflick
Modificado Media.

Colonia

Fotos: Diana M. Macias P.
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4. Microorganismos ambientales |

Los microorganismos ambientales viven en el
ambiente que rodea ala vaca. Infectan el animal
entre ordenos, cuando los pezones entran en
contacto con barro o estiércol, entre otros.
Generalmente originan muchos mas casos
clinicos que subclinicos.

Los principales microorganismos ambientales
son los coliformes que incluyen Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxyteca
y Enterobacter aerogenes. Es también frecuente
el aislamiento de estreptococos ambientales
caracterizados genéricamente como Streptococcus
no agalactiae como: (Streptococcus uberis y
Streptococcus sp). Estos microorganismos pueden
provenir tanto del ambiente como de glandulas
mamarias infectadas.

Conclusiones |

> Losmétodos microbioldgicos paralaidentificacion
de microorganismos causantes dela mastitis
bovina constituyen una herramienta que
permite detectar el tipo de infeccion y las
posibles fuentes de contaminacidn, lo que
posibilitala toma de medidasinmediatas en
lafinca, yaseael tratamiento conantibiéticos,
la segregacion o el descarte de las vacas.

> Es necesario fomentar el buen manejo del
hato durante el proceso de ordefio. En el
caso de una alta prevalencia de mastitis, es
importanteincentivar al ganadero para quelos
animales no utiles paralaexplotacionlechera
sean descartados y asi evitar el contagio del
resto del hato.

+ Se recomienda realizar la prueba de CMT
(California Mastitis Test) mensualmente ya
que contribuye a tener un manejo adecuado
de mastitis y orientaal técnico de campo oal
productor paraidentificar que vacasselesdebe
realizar cultivo microbioldgico, ademas de
tener un mayor control sobre el hato, evitando
grandes pérdidas econdmicas.

+» Para la toma de muestras para cultivo
microbiologico es importante capacitar al
personal encargado delatarea paraun correcto
procedimiento delas mismasyde estamanera

10| Pecuarii

Foto: Diana M. Macias P.

Colonia_.de
Klebsiellajpneumoniae

/

Escherichia'col

Coloni dgfl\.f\/,-_’

Figura 7. Cultivo de leche positivo a Escherichia coli y
Klebsiella pneumoniae en un medio de MacConkey, las
colonias se observan rosadas por ser fermentadoras de
lactosa.

evitar falsos positivos al momento del analisis,
paratener un diagndstico mas preciso, confiable
y oportuno.

+ Se recomienda que todos los hatos ganaderos
trabajen conjuntamente con laboratorios de
microbiologia debidamente acreditados; esto
permitira realizar un tratamiento eficiente con
el antibidtico mas oportuno de acuerdo con el
patégeno encontrado como causante delainfeccion.

+» Sedebeevitarelusoindiscriminado de antibioticos
enel hato, pues este procedimiento provoca quelas
bacterias presenten resistenciaalos tratamientos.
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