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RESUMEN

Este estudio se llevé a cabo en dos ganaderias lecheras en el municipio de Caluco, departamento
de Sonsonate, con el objetivo de evaluar el efecto de tres selladores sobre la reduccién de la
incidencia de casos de mastitis subclinica y a la vez identificar la presencia de tres agentes
etioldgicos mas comunmente asociados a mastitis y su multirresistencia bacteriana a antibiéticos
de uso més frecuente en el tratamiento de esta patologia.

Para el estudio, se realizo la prueba California de Mastitis (CMT) a todas las vacas en las dos
ganaderias en estudio. Se seleccionaron 60 vacas negativas a CMT con 180 dias de lactancia
en cada una de las dos ganaderias las cuales se dividieron al azar en tres grupos de 20 para
aplicarles uno de los tres selladores comerciales (A, B'Y C) estudiados (con base de yodo entre
0.20-0.25%) durante 21 dias consecutivos, luego se desarroll6 otra prueba CMT para determinar
los casos positivos a mastitis subclinica después de haber aplicado el sellador de pezén,
sustituyendo las vacas que resultaron positivas a la prueba CMT por vacas sanas, luego a cada
grupo se le intercambi6 el sellador, hasta que se completaron los 3 periodos de 21 dias.

A partir de los resultados de CMT se identificaron casos positivos a mastitis subclinica en cada
ganaderia, Se hicieron 3 muestreos (Luego de cada periodo de 21 dias) donde se tomaron 10
muestras de leche de 100 ml en cuartos positivos a CMT (uno por vaca) de 20 vacas por periodo
en cada ganaderia (al final se procesaron 47 muestras por limitaciones técnicas), con intervalos
de tres semanas, las muestras fueron procesadas en el laboratorio de CENSALUD.

Se realizaron los procedimientos para el aislamiento de las bacterias Staphylococcus aureus y
Escherichia coli, posteriormente fueron realizadas pruebas de sensibilidad para seis antibiéticos
de uso frecuente en el tratamiento de la mastitis subclinica.

Se identificaron 50 casos de mastitis subclinica de un total de 360 vacas en cada ganaderia que
representa un 13.88% en general. Siendo los porcentajes de incidencia de la enfermedad del
10.84%, 17.5% y 11.67% después del uso de los selladores A, B, y C, respectivamente. En los
aislamientos de laboratorio se identificaron Staphylococcus aureus (21.97%) y Escherichia coli
(42.85%) y las bacterias presentaron mayor resistencia a Penicilina G (80 - 100%), ampicilina (50
- 95%), amoxicilina con acido clavulanico (25 - 75%); y mostraron mayor sensibilidad a
gentamicina (70 - 100%), enrofloxacina (80- 100%), neomicina (80%).

Los perfiles de multirresistencia mas frecuentes fueron betalactdmicos mas quinolonas y
betalactdmicos mas aminoglucésidos.

PALABRAS CLAVE: Mastitis subclinica, agentes etioldgicos, bacterias, multirresistencia,
antibioticos, selladores.
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SUMMARY

This study was carried out in two dairy farms in the municipality of Caluco, Sonsonate department,
with the objective of evaluating the effect of three nipple sealants on reducing the incidence of
subclinical mastitis cases and at the same time identifying the presence of three etiological agents
most commonly associated with mastitis and their bacterial multiresistance to antibiotics most
frequently used in the treatment of this pathology.

For the study, the California Mastitis test (CMT) was performed on all the cows in the two dairy
farms under study. 60 CMT-negative cows with 180 days of lactation were selected in each of the
two cattle farms which were randomly divided into three groups of 20 to apply one of the three
commercial sealants (A, B and C) studied (based on iodine between 0.20-0.25%) for 21
consecutive days, another CMT test was then developed to determine the positive cases of
subclinical mastitis after applying the nipple sealant, replacing the cows that were positive to the
CMT test with healthy cows, then at each The sealant was exchanged until the three 21-day
periods were completed.

From the results of CMT, positive cases of subclinical mastitis were identified in each livestock, 3
samples were made (After each 21-day period) where 10 100 ml milk samples were taken in
CMT-positive rooms (one per cow ) of 20 cows per period in each livestock (in the end 47 samples
were processed due to technical limitations), with intervals of three weeks, the samples were
processed in the CENSALUD laboratory.

The procedures for the isolation of the bacteria Staphylococcus aureus and Escherichia coli were
performed, subsequently sensitivity tests were performed for six antibiotics often used in the
treatment of subclinical mastitis.

Fifty cases of subclinical mastitis were identified from a total of 360 cows in each livestock that
represents 13.88% in general. The percentages of disease incidence being 10.84%, 17.5% and
11.67% after the use of sealants A, B and C, respectively. In the laboratory isolates
Staphylococcus aureus (21.97%) and Escherichia coli (42.85%) were identified and the bacteria
exhibited greater resistance to Penicillin G (80-100%), ampicillin (50-95%), amoxicillin with
clavulanic acid (25 - 75%); and showed greater sensitivity to gentamicin (70-100%), enrofloxacin
(80-100%), neomycin (80%).

The most frequent multiresistance profiles were beta-lactams plus quinolones and beta-lactams
plus aminoglycosides.

KEY WORDS: Subclinical Mastitis, etiological agents, bacteria, multiresistance, antibiotics,
sealants.
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1. INTRODUCCION.

La mastitis es una infeccion de la glandula mamaria que afecta a la vaca en diversos
grados de intensidad, que sin importar los métodos de produccion lechera siempre van a dar las
condiciones favorables a la propagacién de los agentes etiolégicos causantes de dicha
enfermedad. (Merck, 2006).

Segun su severidad, la mastitis se clasifica como clinica y subclinica; la mastitis subclinica no es
facilmente visible ya que casi siempre los cuartos afectados y la leche tienen apariencia normal,
siendo solo evidente mediante conteo de células somaticas. La mastitis no solo causa
disminucion en la calidad y la produccion lactea, también provoca el dafio y en ocasiones la
pérdida glandular, ademas implica mano de obra extra, leche de desperdicio, gastos por
medicamentos e incremento de los costos por concepto de reemplazos. se reporta que el
porcentaje de vacas eliminadas por causa de mastitis va de 1.3% hasta 25% anualmente (Olguin
y Bernal, s.).

La desinfeccién de pezones mantiene sana la piel del pezén y ayuda a cicatrizar heridas del
mismo, ademas contribuye de forma decisiva al control de mastitis, ya que mas del 50% de
nuevas infecciones de la ubre se pueden prevenir desinfectando los pezones después de cada
ordefio con un producto efectivo. Entre los principales componentes activos en los desinfectantes
de pezones se encuentran: yodo, clorhexidina, compuestos aniénicos acidos (acido sulfénico de
alquil benceno), cloro, amonios cuaternarios, acidos grasos (Callejo Ramos, 2010). El sellador
de pezdn busca que el paso al interior de la ubre quede bloqueado a agentes patégenos
causantes de la mastitis.

En esta investigacion se tuvieron como objetivos evaluar el efecto de tres selladores en la
incidencia de casos de mastitis subclinica en vacas lecheras, aislar tres de las bacterias mas
comunes causantes de mastitis a partir de muestras de leche proveniente de vacas positivas a
CMT, y evaluar las resistencia o sensibilidad de estos agentes patégenos frente a seis de los
antibidticos mas frecuentemente usados en las ganaderias. Dichos procedimientos se llevaron a
cabo en el Laboratorio de Control de Calidad Microbiolégico del Centro de Investigacion y
Desarrollo en Salud (CENSALUD)



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Laganaderia en El Salvador.

Alrededor de 150 millones de hogares en todo el mundo se dedican a la produccion de
leche. En la mayoria de los paises en desarrollo, la leche es producida por pequefios agricultores
y la produccién lechera contribuye a los medios de vida, la seguridad alimentaria y la nutricién de
los hogares. La leche produce ganancias relativamente rapidas para los pequefios productores
y es una fuente importante de ingresos en efectivo (FAO, 2019).

La actividad ganadera constituye un componente principal dentro de la estructura
econdmica y social del pais, ya que gran parte de la poblacién salvadorefia incluye en su dieta
alimenticia, productos y subproductos lacteos y carnicos (Escobar et al 2011)

La ganaderia es uno de los rubros mas importantes en el sector agropecuario (12% del
PIB lo proporciona el sector agropecuario a nivel nacional) del pais que se ha venido
incrementando, durante el afio 2015, el rubro ganaderia aporté un 19.6% al PIB agropecuario
(BCR, 2016).

Este sector ofrece alimento como carne, leche y sus derivados, también provee gran
cantidad de materia prima y subproductos para las industrias del calzado, cebo para jabones, asi
como la elaboracién del compostaje de los residuos organicos provenientes del sacrificio de los
bovinos. La importancia del sector ganadero ha venido cambiando a través del tiempo, ya que
ha pasado de ser una actividad propiamente de las familias, a convertirse en un sector fuerte de
produccion y actividad econémica con poder de asociacion, dentro de las cuales poseen
capacidad de gestidn y negociacion en el desarrollo de sus actividades (Escobar et al 2011).

Los métodos tradicionales de manejo del ganado bovino en nuestro pais se han
sustituido poco a poco por sistemas mas eficientes aprovechandose la adaptabilidad del ganado,
el uso racional de su alimentacion, y la mejora genética segun el propésito que se persiga. (FAO,
2019). Todo esto para ir mejorando el sector agropecuario en nuestro pais y asi poder satisfacer
las necesidades de la poblacion salvadorefia.

2.2 Principales factores predisponentes a enfermedades en las ganaderias.

En la ganaderia existen mudltiples factores que intervienen en el desarrollo de
enfermedades del ganado lechero, para el cual podemos mencionar algunos de los principales
factores que predisponen a las enfermedades:

a) Factores climaticos.

b) Higiene.

c) Instalaciones.

d) Otros factores (FAO, 2019).

2.3 Clasificacion de las enfermedades segun su etiologia:
e carenciales y metabdlicas.
En muchos casos, las carencias y trastornos metabdlicos tienen la causa en la
alimentacion diaria y la enfermedad avanza muy lento. Por lo tanto, existe la tendencia de no
detectar la anomalia a tiempo.

e |[nfecciosas.

La infeccion se desarrolla cuando los microbios invaden el organismo del animal por una puerta
de entrada y le ganan al sistema inmunolégico del animal. Por lo tanto, para desarrollar la



infeccidn son necesarios tres elementos: la presencia de microbio, la invasion por una puerta de
entrada y la disminucién de la inmunidad. (INATEC,2016)

En esencia, la vaca de leche es méas susceptible a padecer cualquier infeccién, incluidas
las infecciones virales debido a las altas demandas metabdlicas ocasionadas por los sistemas
de produccion cada vez mas intensivos, lo que ocasiona problemas clinicos como mastitis,
laminitis, abortos, muerte embrionaria e infertilidad. No obstante, se conoce que las mayores
pérdidas econdmicas son ocasionadas por los problemas subclinicos. (Vargas et al 2012).

a continuacion, se mencionaran las principales enfermedades del ganado adulto:
1- mastitis.
2- timpanismo, meteorismo 0 empansamiento.
3- fiebre de leche.
4- sindrome de la vaca echada.
5- antrax.
6- retenciones de placenta.
7- prolapso vaginal y del Gtero.
8- brucelosis.
9- estomatitis vesicular.
10- parasitos de la sangre en el ganado. (FAO, 2019)

Segun el (INATEC, 2016) existen cuatro tipos principales de microorganismos: virus,
bacterias, hongos y protozoos, que pueden ser los microorganismos causantes de las
enfermedades mencionadas anteriormente y dar problemas de salud en las ganaderias creando
perdidas y gastos extras para los ganaderos siendo una de las principales enfermedades y mas
comun en la ganaderia la mastitis.

2.4. Mastitis bovina.

La mastitis es un proceso inflamatorio de la glandula mamaria y es cominmente una
consecuencia de una infeccion microbiana causada por patdgenos que penetran a la glandula a
través del canal del pezén. Se caracteriza por diferentes cambios ya sea fisicos o quimicos de la
glandula mamaria (Seegers et al, 2003; Zhao et al, 2008).

Los cambios patolégicos de las células epiteliales secretoras de leche desde el proceso
inflamatorio a menudo llevan consigo un descenso en la capacidad funcional. Segun la
patogénesis, las pérdidas funcionales pueden continuar en las siguientes lactaciones, lo que
altera la productividad y el incremento potencial de peso de las crias (Merck, 2006).

2.5. La mastitis y su impacto

2.5.1 Efecto la produccion de leche.

La mastitis bovina esté considerada como la enfermedad que més pérdidas econémicas
ocasiona a los productores lecheros, pues su presencia en los establos se refleja en gastos
excesivos en medicamentos para el productor y una disminucion en los ingresos por decremento
de la produccion, que generalmente deberian percibirse dentro de la explotacion (Medina, 2003).

La mastitis subclinica es la principal forma en los rodeos lecheros modernos, afectando
entre el 20 a 50% de las vacas. Su costo es muy dificil de cuantificar, pero la mayoria de los
expertos coinciden en que la mastitis subclinica le cuesta al productor de leche promedio méas
gue la mastitis clinica. Asumiendo una prevalencia del 45% de mastitis subclinica con un costo
estimado de 70 al 75% de reduccion en la produccién de leche debido a que una gran parte del
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tejido mamario resulté con dafio irreversible. Esto se debe a que los antibidticos son muy Utiles
para el tratamiento de la infeccion, pero no protegen directamente a la glandula del dafio tisular
(De Luca et al, 2015).

Amplios estudios realizados en los paises productores de leche como: Israel, Francia,
Estados Unidos de América, entre otros, han mostrado que un 50% de todas las vacas padecen
mastitis, principalmente del tipo subclinico. Las pérdidas ocasionadas por esta enfermedad
pueden agruparse de la siguiente manera: disminucién de la produccién, descarte de leche, costo
de medicamentos, honorarios veterinarios, trabajo extra, pérdida de potencial genético (Halasa
et al., 2007; Saran y Chaffer, 2000).

Las pérdidas mundiales, anuales debido a la mastitis, se han estimado en 35 billones de
ddlares americanos (Wellenberg et al. 2002).

El costo anual de la enfermedad se estima que es del 10% de las ventas totales de la
leche del hato. (Ruiz Romero, 2016)

El costo promedio de cada caso de mastitis aguda le cuesta al productor lechero
canadiense, alrededor de 150 délares. Este numero surge de las pérdidas econémicas por
descarte de leche, tratamiento con antibiéticos, caida en la produccion de leche y el tiempo
empleado en el manejo de la vaca en tratamiento (Jeromy, 2001).

2.5.2 Efecto en lareproduccion.

Las vacas con mastitis previo al primer servicio muestran un incremento significativo en
namero de dias para el primer servicio, dias de vacias y niUmero de servicios por concepcion,
comparadas con las vacas sin mastitis 0 con un sé6lo caso de mastitis desarrollado post-servicio.
Estudios sugieren que en los tejidos inflamados por la infeccién con bacterias Gram negativas,
se liberan prostaglandinas. El incremento de prostaglandina circulante ejerce el mismo efecto
farmacoldgico que si la inyectaran, pudiendo incrementar la duraciéon del estro en las vacas
infectadas, asi como la pérdida embrionaria en una vaca servida (Jeromy 2001).

La mastitis de la vaca, junto a los trastornos de la fertilidad, constituye la causa mas
importante de la falta de rentabilidad de una explotacion (Halasa et al., 2007; Saran y Chaffer,
2000).

La importancia radica en los efectos negativos como: muertes escasas, pérdida de la
produccion que supone un 15% menos por lactacion, y pérdida final de un cuarterén como unidad
de produccién supone un incremento en el indice de desvieje, y una reduccion de la longevidad
(Blood et al, 2006).

2.6 Clasificacion de la mastitis

Las infecciones intramamarias son a menudo descritas como mastitis subclinicas o
clinicas (Merck, 2006).

2.6.1 Mastitis clinica

Es una respuesta inflamatoria a la infeccion que provoca anomalias visibles de la leche
(por ejemplo, color, coagulos de fibrina). Cuando la extension de la inflamacion aumenta, los
cambios en la ubre (tumefaccion, calor, dolor, enrojecimiento) podrian ser también evidentes.
Los casos clinicos que incluyen sintomas locales solo son conocidos como casos leves o
moderados. Si la respuesta inflamatoria incluye afectacion sistémica (fiebre, anorexia y shock),
el caso es denominado severo. Si el comienzo es muy rapido, a menudo ocurre en casos clinicos
severos, es denominada caso agudo de mastitis severa. (Merck, 2006).

Existen tres tipos de mastitis clinica:

Mastitis sobreaguda: caracterizada por inflamacion severa, funcion alterada de la
glandula (reduccion en la produccion de leche, cambios en la composicion de la leche) y signos
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sistémicos (fiebre, depresién, temblores, anorexia y pérdida de peso).

Mastitis aguda: similar a la mastitis sobreaguda pero los signos sistémicos son menos
severos.

Mastitis subaguda: la inflamacion de la glandula mamaria es minima y no hay signos
clinicos sistémicos (Ruiz, 2016).

2.6.2 Mastitis subclinica.

Es la presencia de una infeccion sin sintomas aparentes de inflamacion local o afectacion
sistémica, estas infecciones son en su mayor parte asintomaticas; si la infeccién persiste durante
al menos 2 meses, son denominadas cronicas. Todo el ganado lechero tiene vacas con mastitis
subclinicas; no obstante, la prevalencia de vacas infectadas varia desde 15-75%, y los cuartos
desde 5-40%. Muchos agentes patégenos diferentes pueden determinar una infeccién crénica
gue solo de vez en cuando manifestara sintomas clinicos de mastitis. Las vacas lecheras adultas
tienen mayor riesgo de infeccion, tanto durante la lactacion como durante el periodo seco (Merck,
2006).

Por cada caso de mastitis clinica, existen de 20 a 40 casos mas de mastitis subclinica
(Ruiz, 2016).

La mastitis subclinica se caracteriza por la presencia de un microorganismo en
combinacién con un conteo elevado de células sométicas en leche, esta puede desarrollar
facilmente una inflamacion y no tener tratamiento (Gallegos y Moncada, 2011). Este tipo de
mastitis no presenta cambios visibles en la leche o ubre: Apenas se percibe una reduccion en el
rendimiento de la leche, siendo alterada su composicién por la presencia de componentes
inflamatorios y bacterias (Gallegos y Moncada, 2011). Esta presentacion de la enfermedad es la
mas persistente en el ganado lechero; Ocurre frecuentemente, y conduce a grandes pérdidas
econdémicas no solo por la reduccién de la produccién, también por los elevados conteos de
células somaticas presentes en los tanques de leche (Ariznabarreta et al., 2002). En la practica,
los casos de mastitis subclinica con frecuencia no son detectados rapidamente, o pueden incluso
no ser reconocidas por el ordefador (Wellenberg et al., 2002). Para identificar estos casos de
mastitis se hace necesario las técnicas de identificacion como la medicién del conteo de células
sométicas, CMT y el cultivo bacteriolégico (Sixtos, 2011).

2.7. Etiologia de la mastitis.

El 80% de los casos de mastitis son ocasionados por la entrada de microorganismos
patdégenos especificos a través de los pezones y tejidos de la ubre; los casos restantes son
resultado de lesiones traumaticas, con o sin invasion de microorganismos (Olguin A. y Bernal,
s.f).

Los patégenos causantes de la mastitis en ganado se dividen en mayores y menores: en
el primero se encuentran los patégenos contagiosos (Sta. aureus, Str. agalactiae y M. bovis) y
los patégenos medioambientales (Str. Uberis y Str. Dysgalactiae): en cuanto a coliformes se
encuentran bacterias gram negativas (E. coli, Klebsiella spp y Enterobacter spp). En el segundo
grupo encontramos patdgenos como: Sta. chromogenes, Sta. xylosus y Sta. sciuri, Sta. warneri,
Sta. simulans y Sta. epidermidis asi como Corynebacterium bovis (Ruiz Romero, 2016).

Dentro de los agentes patégenos causantes de mastitis, los mas importantes son:
Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus, Corynebacterium bovis, y especies de
Micoplasma (Olguin A. y Bernal, s,f).

Se han identificado 138 patégenos causantes de mastitis, esta variedad de
microorganismos a la vez se clasifican en aquellos que causan mastitis contagiosa es decir,
aguellos que se diseminan de los cuartos infectados a otros cuartos y a otros animales; existen
aquellos que son habitantes normales de la piel normal del pezdn y actian como oportunistas en



la presentacién de esta enfermedad, por Ultimo, estdn aquellos microorganismos que se
encuentran en el medio ambiente y logran llegar a la glandula mamaria. (Ruiz Romero, 2016)

Tomando como base la epidemiologia y la fisiopatologia, se han clasificado estos
microorganismos como causantes de la mastitis contagiosa o ambiental, con base a su
asociacion epidemioldgica con la enfermedad y a su proclividad de causar la infeccion
oportunista, persistente o transeunte, respectivamente (Radostits et al., 2002; Bradley y Green,
2001; Riffon et al., 2001; Rossitto et al., 2002).

Segun Cotrino (2001) y Pagliano Falero (2016) La mastitis clinica y subclinica puede
catalogarse de acuerdo con el medio donde prosperan los microorganismos y segun sea el
mecanismo de transmision. Asi se tiene:

Mastitis contagiosa: son aquellas infecciones intramamarias trasmisibles vaca a vaca
gue se producen durante el ordefio cuando se utilizan los mismos instrumentos para lavar las
glandulas de los animales, asi como de pezoneras y equipo de ordefio mal desinfectado.donde
el agente microbiano habita el interior de las ubres de un animal hospedero y de ahi contagia a
los deméas animales (Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus, Mycoplasma bovis y
Corynebacterium bovis). Staphylococcus. aureus y Streptococcus Agalactiae

Mastitis cutanea: Bacterias que habitan en la piel de los pezones (Streptococcus
dysgalactiae, Staphylococcus uberis, Staphylococcus chromogenes, Staphylococcus hyicus,
Staphylococcus simulans).

Mastitis iatrogénica: Donde el contagio se da por uso no sanitario de sondas
intramamarias o medicamentos; Asociada al uso inadecuado de canulas intramamarias con la
etiologia de Levaduras y Hongos filamentosos.

Mastitis ambiental: Provocada por bacterias que habitan en el ambiente de la
explotacién lechera (Gram negativas de los géneros Escherichia, Klebsiella, Enterobacter y
Pseudomonas). Con excepcién de Mycoplasma spp, que puede extenderse de vaca a vaca via
aérea e invade la ubre subsecuente a una bacteriemia, los patégenos contagiosos son
transmitidos durante el ordefio por las manos de los encargados del ordefio o por los
revestimientos de la unidad de ordefio.

Los echaderos utilizados en el alojamiento del ganado vacuno son la principal fuente de
microorganismos ambientales; las tetillas del bafio desinfectante contaminadas, las infusiones
intramamarias, las mangueras de agua utilizadas para la preparacion de las ubres durante el
ordefio, el agua de las charcas o agujeros de lodo, las lesiones cutaneas, los traumatismos en
las tetillas, y las moscas han sido incriminadas como fuente de infeccién (Merck, 2006).

La presentacion de mastitis por coliformes se da sobre todo en vacas estabuladas o
recintos pequefios, la contaminacion de la piel de la ubre se produce entre ordefios cuando la
vaca esta en contacto con el lecho contaminado. (Saran y Chaffer, 2000).

2.7.1. Descripcion de agentes infecciosos.

Streptococcus spp. El término Streptococcus (Streptds, trenzado; kdkkos, grano) fue

utilizado por primera vez por Billroth, en 1874. Para describir unos microorganismos de forma
cocécea, dispuestos en cadena. (Guizar y Bedolla, 2008)
Los estreptococos son anaerobios facultativos, aunque algunas cepas crecen mejor en
condiciones anaerobias. si bien casi todas las cepas crecen en el aire, el crecimiento de la
mayoria de ellas es estimulado por un aumento de CO2. Los estreptococos son catalasa
negativos y oxidasa negativos, propiedad que, junto con la tincion de Gram, diferencia los
estreptococos de las demas especies. (Winn et al, 2008).

Streptococcus agalactiae Es considerado una de las mayores causas de infecciones
intramamarias bovinas. Es un patdgeno muy contagioso de la glandula mamaria, donde puede
sobrevivir por largos periodos de tiempo (Martinez et al., 2013).



Staphylococcus spp. Los estafilococos son cocos Gram-positivos (de 0.5 a 15 uym de

diametro) que se presentan sueltos, en parejas, en pequefas cadenas (de 3 0 4 células) y mas
caracteristicamente en grupos irregulares en forma de racimos (su denominacion procede del
griego staphylé, racimo de uvas). Son anaerobios facultativos, catalasa positiva, generalmente
oxidasa negativos, no esporulados, inmoviles y generalmente no forman capsula o tienen una
limitada formacién capsular. En la actualidad en el género Staphylococcus se reconocen 32
especies y varias subespecies, si bien sélo algunas de ellas tienen importancia desde el punto
de vista clinico. Los estafilococos segun produzcan o no la enzima coagulasa, se dividen en dos
grandes grupos: Estafilococos coagulasa positivos y estafilococos coagulasa negativos (Guizar
y Bedolla, 2008).
Se encuentra en el medio ambiente externo y pliegues cutaneos, el perineo, las axilas y la vagina.
Aunque forma parte del microbiota normal, puede causar infecciones oportunistas importantes
en condiciones apropiadas. La Unica caracteristica mas confiable para la identificacion de Sta.
aureus es la prueba de la coagulasa (Winn et al, 2008).

Staphylococcus aureus, Aungque varios patdgenos bacterianos pueden causar la
mastitis, el S. aureus es el primer agente etiolégico en la mayor parte del mundo (Tollersrud et
al., 2000).

La fuente de contagio es la misma glandula de otras vacas en el establo, sin embargo, las manos
de los ordefiadores pueden actuar como una fuente de infeccion de S. aureus (Ruiz Romero,
2016).

Escherichia coli es una bacteria recuperada con mayor frecuencia en los laboratorios

clinicos y, ha sido incriminada en enfermedades infecciosas que afecta casi a cualquier tejido y
sistema organico. Es uno de los microorganismos mas frecuentes involucrados en la sepsis por
gramnegativos y en el shock inducido por endotoxinas. En vista de lo anterior, es posible aislar y
cultivar miembros de la familia Enterobacteridcea tanto a partir de muestras fecales y productos
gue pudieron haber sufrido una contaminacion fecal como el agua, alimentos, utensilios, etc.
(Winn et al, 2008).
La razén para la importancia de la mastitis por Escherichia coli es su creciente incidencia y los
sintomas severos. Este aumento puede ser debido al uso rutinario de la terapia de la vaca seca,
la cual es eficaz contra el organismo contagioso Gram positivo, pero no contra el patégeno
medioambiental como E. coli. La infeccion de la ubre por este patégeno probablemente es
resultado de contaminacion fecal (Guizar y Bedolla, 2008)

Segun la bibliografia estos se encuentran entre los agentes infecciosos mas importantes
por lo cual fueron elegidos para la realizacion de esta investigacion.

Los agentes etiolégicos de mastitis mas comunes son Staphylococcus aureus y
Streptococcus agalactiae. S. aureus y St. agalactiae se han aislado de leche de animales con
casos de mastitis subclinica. La via principal de transmision es de vaca a vaca cuando se utilizan
los mismos instrumentos para lavar las glandulas de los animales, asi como de pezoneras y
equipo de ordefio mal desinfectado (Ruiz Romero, 2016).

Blood et al (2006) dice que la etiologia de las mastitis bacterianas infecciosas los
principales agentes responsables son: Staphylococcus aureus y Streptococcus agalactiae; en el
caso de mastitis ambientales en primer lugar se encuentra Escherichia coli.

2.8. Métodos de deteccion de la mastitis bovina

2.8.1. Observacioén y palpacion de la ubre

La infeccién puede provocar inflamacién de uno, varios cuartos o de toda la glandula,
aumento de la temperatura en el area afectada, asi como enrojecimiento de la zona y dolor, entre
otros. Estos eventos provocan que el sistema inmune del animal actué tratando de aliviar el
problema, ademas de lograr la mayoria de las veces mantener la infeccion Unicamente en el area
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afectada sin alterar otros 6rganos o sistemas del animal (Pérez et al., 2005).

Cuando se encuentran todos o alguno de los sintomas enumerados se puede interpretar
como un caso de mastitis clinica (Pérez et al., 2005). En la mastitis subclinica, la ubre de la vaca
permanece aparentemente sana, la leche que produce, a simple vista, es una leche normal, pero
una infeccion incipiente puede estar dafiando el tejido glandular y provocando por lo tanto una
alteracion en la leche que esta produce (Bedolla et al 2007).

2.8.2. Pruebas fisicas

Estas sdOlo son utiles cuando la mastitis ya esta avanzada y no detectan mastitis
subclinica. Dentro de estas se encuentran las siguientes:

Prueba del pafio negro. Consiste en la deteccion de grumos en la leche haciendo pasar
los primeros chorros a través de una malla negra o bien utilizando una cubetilla especialmente
disefiada para eso es recomendable realizar este procedimiento en todos los ordefios ya que
ademas de detectar leche anormal, se eliminan bacterias que normalmente se encuentran en
mayor cantidad en estos primeros chorros y ademas se estimula la “bajada” de la leche (Pérez.D,
1986).

Prueba de lataza probadora. Se deben examinar los primeros chorros de leche de cada
ordefio sobre un recipiente de fondo oscuro los codgulos, escamas, hilos, materia fibrosa,
secreciones acuosas, o color anormal indican que la leche no es normal y que hay problemas
probables. En la mastitis cronica la leche no tiene apariencia visible anormal en todos los ordefios
(Bedolla et al 2007).

2.8.3. Pruebas quimicas
Pruebas para la deteccidon de mastitis:

Prueba de California para mastitis (CMT).

Conductividad eléctrica de la leche.

Prueba de whiteside.

Papel indicador de mastitis.

Pruebas de laboratorio (NAGasa, Prueba de elisa captura indirecta, prueba del cloruro,
albumina sérica bovina, atripsina.)

Recuento celular de laboratorio (células somaticas).

Recuento de bacterias totales. (Blood et al, 2006).

A continuacién, se describirdn algunas de las pruebas mas utilizadas:

Prueba de California para Mastitis (CMT)

La Prueba de California para Mastitis (CMT, por sus siglas en inglés). Es una prueba
sencilla que es util para detectar la mastitis subclinica por valorar groseramente el recuento de
células somaticas de la leche (Medina y Montaldo, 2003; Bedolla, 2008). No proporciona un
resultado numérico, sino mas bien una indicacion de si el recuento es elevado o bajo, por lo que
todo resultado por encima de una reaccion vestigial se considera sospechoso. La prueba consiste
en el agregado de un detergente a la leche alquil-aril sulfonato de sodio causando la liberacion
del ADN de los leucocitos presentes en la ubre y este se convierte en gel al combinarse con
agentes proteicos de la leche, es decir, permite determinar la respuesta inflamatoria con base en la
viscosidad del gel que se forma al mezclar el reactivo (purpura de bromocresol) con la leche, permitiendo
evaluar cada cuarto independientemente. Esta reaccion se clasifica en 0, T (Trazas), 1, 2, 6 3 dependiendo
de la cantidad de gel formado (Mellenberger y Roth 2000).

Conductividad eléctrica:



se utiliza como un método para la deteccion de mastitis se basa en el aumento en la
cantidad de sodio y cloro presentes en la leche cuando existe una alteracién de la glandula
mamaria, provocadndose entonces un aumento en la conductividad de la misma (Guerra 2000).
El método tradicional de recuento de células sométicas:

Es un recuento directo realizado por microscopia optica, utilizando un aumento de 500x.
Es un ensayo cuantitativo de laboratorio, por el cual se examinan bajo el microscopio un frotis
tefiido de leche problema y se cuenta el nimero de células somaticas. El recuento microscépico
directo de células sométicas de la leche, denominado también método éptico, si bien es de
referencia actualmente es de poca utilidad cuando se trata de un gran nimero de muestras,
porgue es una metodologia muy demorada. Sin embargo, aun mantiene su utilidad para los
trabajos de investigacion (Mellenberger y Roth 2000).

Pasos a seguir paralarealizacion de la Prueba de California para Mastitis:

Se desecha la leche del pre ordefio, se ordefian uno o dos chorros de leche de cada
cuarto en cada una de las placas de la paleta, se inclina la paleta de modo que se desecha la
mayor parte de esta leche, se afiade a la leche un volumen igual de reactivo, se mezcla el reactivo
y se examina en cuanto a la presencia de una reaccion de verificacién. Previo a continuar con
otra muestra, se debe enjuagar la placa (Blowey y Edmonson, 1995).

Cuadro 1 Interpretacion de la Prueba de California para Mastitis

Grado CMT Viscosidad RCS/ml
MNegativo (N) Minguna < 200.000
Trazas (T) Leve 200000 - 500000
Una cruz (+) Leve moderada 400.000 - 1.500.000
Das cruces (++) Moderada 800.000 - 5.000.000
Tres cruces (+++) Severa =5.000.000

Fuente: Mellenberger, Roth. Hoja de informacién de Prueba de Mastitis. Universidad de WisconsinMadison
NOTA* (Si la muestra resulto en Trazas o 1+ a la prueba CMT es considerada para ser llevada a laboratorio)

2.9 Tratamiento de mastitis

Se han descrito diferentes practicas de manejo para mitigar la mastitis como el vaciado
frecuente de la ubre, aislamiento y ordefio aparte. Sin embargo, la terapia antibiética es el método
mas directo para aliviar su impacto en el animal. El tratamiento parenteral con antibiéticos de
amplio espectro ha sido usado. Complementar el tratamiento sistémico con infusiones
intramamarias, deberia proporcionar niveles adecuados de antibiéticos en el cuarto durante 6
dias.

Rutinariamente cuando la mastitis clinica es detectada, la vaca es ordefiada a fondo y
después se administra una infusion de antibiético por via intramamaria directamente en la
glandula infectada (Olguin y Bernal s.f).

El tratamiento intramamario se ha realizado principalmente con mezcla de
aminoglucésidos (framicetina o neomicina) y penicilina, ampicilina, amoxicilina y cefalosporinas
de tercera generacion (Blood et al, 2006).

La totalidad de los 4 cuartos de vacas infectadas deben ser tratados para asegurar la
eliminacion del patégeno y evitar las posibles infecciones cruzadas de cuartos no infectados.
Siempre es preferible antes de instaurar un tratamiento antibiético realizar un antibiograma;
ninguna pérdida econémica importante sucedera como resultado del retraso de la terapia hasta
que el cultivo bacteriano esté completado (Merck, 2006).



2.10. Resistencia y multirresistencia a los antibiéticos

Los antibidticos se usan para el tratamiento de las enfermedades infecciosas, tanto en
las personas como en los animales, y tienen un efecto bactericida (causando la muerte) o
bacteriostético (inhibiendo el crecimiento) sobre el patbgeno que se pretende erradicar (Torres,
2012).

Actualmente las enfermedades infecciosas en medicina veterinaria como la mastitis
subclinica siguen siendo un problema serio de salud con una tendencia hacia el aumento debido
a la aparicion de cepas resistentes a los antibiéticos convencionales. Es por esta razon que se
hace necesario el estudio de los factores de resistencia bacteriana. La resistencia bacteriana
tiene una base genética intrinseca y una adquirida (Pérez et al 2013).

A continuacién, se describe de manera breve los tipos de resistencia bacteriana que se
presentan:

Resistencia natural

En este caso se transmite de forma vertical de generacion en generacion (Couvalin,
1988). En el caso de la resistencia natural todas las bacterias de la misma especie son resistentes
a algunas familias de antibiéticos y eso les permite tener ventajas competitivas con respecto a
otras cepas y pueden sobrevivir en caso de que se emplee ese antibidtico. (Guerra,2000).

Resistencia adquirida.

Constituye un problema en la clinica, se detectan pruebas de sensibilidad y se pone de
manifiesto en los fracasos terapéuticos en un paciente infectado con cepas de un
microorganismo en otros tiempos sensibles. Dicha transferencia de genes se realiza
horizontalmente a través de plasmidos u otro material genético movible como integrones y
transposones. De esta forma una bacteria puede adquirir la resistencia a uno o varios antibioticos
sin necesidad de haber estado en contacto con estos.

Esta resistencia no solo permite la transmision a otras generaciones, sino también a otras
especies bacterianas (Guerra, 2000).

2.10.1. Mecanismos de resistencia.

Cabrera et al (2008) describe los mecanismos mas importantes de resistencia a los
antibiéticos de la siguiente manera:

» Modificacién enzimatica o destruccién del antibiético

Es el mecanismo de resistencia que utilizan algunas bacterias contra medicamentos
betalactdmicos (penicilinas, cefalosporinas, carbapenemes y monoatémicos). El ejemplo mas
representativo son las betalactamasas, enzimas que inactivan el antibiético al hidrolizar el
anillo betalactamico de la molécula. Otra clase importante de antibiéticos que son destruidos
por enzimas, son los aminoglucdsidos. La resistencia surge de estimulos naturales o
mutaciones en los cromosomas de los genes o de la adquisicion de elementos genéticos extra
cromosomales (plasmidos o transposones) que portan los genes de transferencia (Martinez et
al 2013).

» Presenciade bombas de reflujo que expulsan el antibiético

Este modo de resistencia puede llegar a disminuir o inclusive suprimir la susceptibilidad a un
amplio rango de antimicrobianos. El disefio de reflujo (bomba) es mediado por proteinas de
transporte, que confieren resistencia a los componentes téxicos. En las bacterias Gramnegativas
es necesario un sistema de eflujo tripartita para expulsar el antimicrobiano hacia el medio externo:
una proteina localizada en la membrana citoplasmatica, otra en el espacio periplasmatico
(proteina de fusiébn de membrana MFP) y una tercera en la membrana externa (factor de
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membrana externa). Los sistemas de eflujo particularmente de bacterias Gramnegativas se
asocian con resistencia a multiples antimicrobianos de importancia clinica como las
fluoroquinolonas (Cabrera et al 2008).

» Impermeabilidad al antibidtico.

Existen diferencias en la composicién de la envoltura celular de las bacterias y en especial en la
cantidad del peptidoglucano. Ademas de una capa pequefia de peptidoglucano en las bacterias
Gramnegativas, se conoce una estructura de membrana consistente en lipopolisacarido y
lipoproteina anclados al peptidoglucano junto con grandes proteinas de membrana externa
llamadas porinas. Estas porinas varian en nimero y tamafio y funcionan como canales acuosos
generan una ruta hidrofilica a través de la estructura de la membrana hacia el espacio
peripldsmico. La resistencia intrinseca de bacterias como Pseudomona aeruginosa y
Enterococcus spp se relaciona con la poca cantidad de moléculas de porina, las mutaciones que
resultan por la alteracion de la formay el nimero de las ya existentes influyen en la permeabilidad
a los antibidticos, por lo cual se presentan diversos tipos de resistencia a través de la membrana
(Cabrera et al 2008).

» Modificacion del sitio blanco.

Uno de los mecanismos de resistencia mas importante, es aquel en el que la mutacién bacteriana
se manifiesta en un cambio de la estructura del sitio de accion del farmaco. En este grupo se
puede destacar las modificaciones por metilacion del ARNr (Acido ribonucleico ribosomal) que
hacen resistentes a algunas bacterias Gram negativas, frente a los macrdlidos, este mecanismo
constituye el método por el cual disminuye la afinidad del antibiético por el ribosoma sin afectar
la sintesis de proteinas bacterianas (Martinez et al 2013).

2.10.2. Medidas de prevencién contra la resistencia bacteriana

Hacer uso racional de los antibidticos e incremento en los planes de educacién médica
de pregrado y posgrado sobre el estudio de las enfermedades infecciosas, el uso de los agentes
antimicrobianos y su prescripcion basada en evidencia, el establecimiento de programas de
vigilancia para detectar la aparicion de cepas resistentes y mejoramiento de la calidad de los
métodos para determinar susceptibilidad antimicrobiana para guiar la terapéutica empirica contra
los patégenos que producen las enfermedades infecciosas mas comunes (Perez et al, 2013).

La salud publica aconseja el uso prudente de antibiéticos, pues su uso indiscriminado
puede promover la resistencia bacteriana en la cadena alimenticia; la mayor consecuencia, del
abuso de los antibidticos, incluye el desarrollo de resistencia antibiética en la flora bacteriana de
los animales (Guizar y Bedolla, 2008).

Otro factor importante que causa la aparicion de cepas resistentes es el consumo de
productos que contienen antibidticos, esto es un claro ejemplo del uso indiscriminado de
antibacterianos, lo cual hace necesario tomar medidas para la racionalizacién de antibioticos en
la medicina veterinaria, sobre todo para la encargada de la produccién de alimento de origen
animal (Pérez et al 2013).

2.11. Métodos de determinacion de la sensibilidad antibiética en bacterias aisladas.

Métodos para probar la sensibilidad a los antimicrobianos Los tres métodos que se citan
a continuacioén son los Unicos que suministran resultados significativamente reproducibles:

Difusién en disco

Dilucién en medio liquido

Dilucién en medio sélido con agar. (OIE, 2008)
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Método de difusién en disco. Consiste en la difusibn que experimenta un agente
antimicrobiano a una determinada concentracion a partir de discos, que se depositan en un medio
de cultivo solido que ha sido inoculado con el aislamiento bacteriano obtenido. Este método se
basa en la medicibn de una zona de inhibicién del crecimiento que es proporcional a la
sensibilidad de la bacteria frente al antimicrobiano presente en el disco. (OIE, 2008)

Métodos de dilucién en un medio liquido y en un medio sélido. La finalidad de estos
métodos es determinar la concentracion mas baja del antimicrobiano ensayado que es capaz de
inhibir el crecimiento de la bacteria analizada concentracion inhibitoria minima (MIC), que
normalmente se expresa en mililitros o miligramos/litro. Sin embargo, la MIC no siempre
representa un valor absoluto. La "verdadera" MIC es un punto que se encuentra entre la
concentracion mas baja del ensayo que inhibe el crecimiento de la bacteria y la siguiente
concentracion mas baja del ensayo. Por tanto, se puede considerar que las determinaciones de
la MIC utilizando una serie de diluciones tienen una variacion inherente de una dilucién (OIE,
2008).

2.12. Uso de selladores de pezdn y sus beneficios.

Al final del ordefio de la hembra bovina, el esfinter del pezdén permanece abierto y dilatado
durante 30 a 60 minutos aproximadamente. Este tiempo favorece el ingreso de microorganismos
ambientales por el conducto del pezén a la glandula mamaria, causando nuevas infecciones y
comprometiendo la salud de la vaca. En la actualidad se utilizan desinfectantes bactericidas
como el yodo para impedir la entrada de microorganismos a la glandula mamaria después de la
rutina de ordefio. Sin embargo, este se puede quedar inactivado facilmente por contacto con
residuos de leche, estiércol, barro y orina presentes en los pezones o en el cuarto. (Miguel Angel
R. et al 2014)

El pez6n tiene como funcion permitir el paso de la leche al momento de ser extraida ya
sea por medios mecanicos 0 manuales. Ademas, esta disefiado como barrera para agentes
extrafios que quieran ingresar a colonizar la glandula mamaria (Avila y Romero, s.f.; Wattiaux,
2013).

Por otra parte, el pezdn es susceptible a la contaminacién por bacterias, clasificadas en
contagiosas y ambientales. Las bacterias contagiosas se diseminan entre los pezones de una
vaca a otra como resultado de un manejo inadecuado al momento del ordefio. Las bacterias
ambientales penetran en la ubre cuando se les proporciona las condiciones 6ptimas como, por
ejemplo: la inactivacién del yodo utilizado en el post-sellado debido a la presencia de materia
organica, las incorrectas disoluciones del producto, dafios en el esfinter del pezén, entre otros.
(Ramon et. al., 2011, Izak Eial, 2006).

El post-sellado en la rutina de ordefio se realiza al finalizar la extraccion de la leche,
consiste en una desinfeccion de pezones con un producto yodado. Una limitacién para el uso de
bactericidas son las formulaciones inadecuadas de productos, ya que pueden ocasionar
irritaciones en pezones debido a su principio activo y pH, sin embargo, la mayoria de productos
estdn hechos a base de sustancias emolientes como lanolina o glicerina, por lo tanto, su
concentracion no debe ser mayor al 12%, ya que puede haber riesgo de inactivarse el principio
activo (Soto, 1998).

Los selladores de pezones son productos elaborados a base de latex natural o acrilico,
gue actua formando una pelicula firme sobre la superficie del pezén, evitando la entrada de
microbios y materia organica por este conducto hasta la glandula mamaria entre los periodos de
ordefo. Estos productos son poco irritantes y tienen baja toxicidad para los pezones, pero aun
asi pueden generar dafio cuando van a ser removidos. (Soto, 1998).

Esta suficientemente comprobado que esta practica disminuye en un 50 % las nuevas
infecciones en el rodeo cuando se realiza con un producto de eficacia probada. No existen
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diferencias en el uso por inmersion y por spray, cuando este se aplica correctamente (Chavez.
2010).

3. METODOLOGIA

3.1 Ubicacién geogréfica

La fase de campo de este estudio se realizé en dos ganaderias lecheras del municipio de
Caluco en el departamento de Sonsonate a 400-425 msnm con Latitud: 13.7447°, Longitud: -
89.6731° (Figura 1).
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FIGURA 1.Ubicacion geogréfica del Mun|C|p|o de Caluco y las haciendas en estudio, Departamento de Sonsonate.

Ambas ganaderias se caracterizaban por ser de facil accesibilidad al encontrarse en la misma
area geogréfica, tienen un nivel de tecnificacion adecuado, asi como un nimero significativo de
animales en ordefio con un nimero superando los 300 animales en produccion. En las dos
ganaderias los animales estaban estabulados (figura 2), poseen registros productivos y sanitario
de las enfermedades mas comunes que se presentan al ganado; incluyendo mastitis subclinica
y clinica, asi como de los medicamentos que se utilizan para su tratamiento.

El estudio de campo tuvo una duracion de 63 dias a partir de la primera semana del mes de junio
del 2017, Los analisis bacteriolégicos y de resistencia de antibiéticos se realizaron en el
Laboratorio de Control de Calidad Microbioldgico del Centro de Investigacién y Desarrollo en
Salud (CENSALUD) de la Universidad de EI Salvador.

o % 3 o SR & < R -
FIGURA 2.Ejemplo de unidades experimentales en las ganaderias estudiadas.
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4. DESCRIPCION DEL ESTUDIO.

4.1. Ganaderias y vacas

El estudio se desarroll6 en las Ganaderias lecheras Velesa y San Ramon en el Municipio
de Caluco, departamento de Sonsonate entre junio-agosto de 2017 que cuentan con sistemas
de produccidon intensiva, manejo estabulado, ordefios mecanizados Yy genética
predominantemente Holstein. Las ganaderias fueron seleccionadas para cumplir con una
cantidad mayor a 120 vacas en ordefio, usando un protocolo de ordefio que incluia, la aplicacion
de un sellador de barrera a base de yodo y realizar de forma periddica la prueba california de
mastitis test (CMT). Se siguio el protocolo de ordefio recomendado por la Cooperativa La Salud
de Sonsonate que incluia: lavado de manos, despunte, resellado, secado, colocacién y lavado
de pezoneras y aplicacién de sellador.

4.2 PRUEBA DE EFECTIVIDAD DE SELLADORES.

4.2.1 Materiales y equipo.

Los materiales utilizados fueron hieleras, gel refrigerante, frascos estériles de 500 ml,
guantes, gabacha, papel toalla, botas de hule, marcadores permanentes, libreta de apuntes,
cintas de 3 colores diferentes, reactivo para CMT, paletas para CMT.

4.2.2 Unidades experimentales.

Al inicio del estudio, se escogieron 60 vacas en ordefio en cada ganaderia a las que se
les realizo6 la prueba CMT y resultaron negativas; ademas, debian tener menos de 150 dias en
lactancia, con condicion corporal mayor a 3.0 y con historias de salud normales. Las vacas fueron
repartidas al azar en tres grupos de tratamiento, los cuales consistian en tres diferentes
selladores de pezoén (a base de yodo). Las vacas fueron identificadas por grupos con liston de
color diferente para cada sellador y los ordefiadores instruidos para usar el sellador
correspondiente en cada caso (figura 3).

FIGURA 3.ldentificacién de unidades experimentales en las ganaderias estudiadas.
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4.2.3. Aplicacion de los tratamientos.

El experimento consistio en tratar 120 vacas negativas, 60 por cada ganaderia divididas
en grupos de 20 vacas, a las cuales se le aplicaron uno de tres selladores a base de yodo activo
(2200-2500 ppm) durante 21 dias, 20 con A=Tensolac STD 2500 (TENSOLAC, Argentina); B=20
con el sellador lo-Shield™ (Ecolab, MN USA) y C= Scud (Kemical, Costa Rica). Las vacas de
ambas ganaderias fueron preselladas con Virkon® (Bayer) Al final de un periodo de 21 dias se
realizé la prueba de CMT registrando como negativas a las vacas sin reaccion y positivas a las
vacas que presentaron reaccion grado T(trazas) leve y (+) leve moderada en uno o mas cuartos,
las vacas positivas en al menos un cuarto de la ubre se sustituyeron con una vaca negativa para
mantener el nimero de vacas en estudio. Luego las vacas de cada grupo de debian pasar a usar
el siguiente sellador hasta que se completaron los tres productos. Se previé que el trabajo de
campo y muestreo tendria una duracién de 63 dias (9 semanas), por ganaderia y el trabajo de
laboratorio este mismo periodo mas una semana. La dinamica de trabajo fue escalonada con un
desfase de una semana por ganaderia, haciéndose un total de 78 dias de ensayo (Ver anexos,
Cuadro 3), de manera que se inici6 el mes de junio y se terminé a finales de agosto de 2017.

4.2.4 Prueba CMT.

La prueba CMT se realiz6 en las ganaderias a las vacas al inicio del experimento y luego
cada 21 dias hasta que se completaron los 3 ciclos de 21 dias. La prueba CMT consistio en la
adicion de 1 ml leche de 4 cuartos en 4 pozos de una paleta blanca, la cual se mezclé con el
reactivo CMT. La viscosidad de la mezcla se interpreté como grados de mastitis segun la escala
propuesta anteriormente por (Mellenberger y Roth 2000) ver (cuadro 1)

Toma de datos. Durante la prueba CMT, se anot6 el grado de reaccion en todos los
cuartos de todas las vacas de las ganaderias y asi se obtuvo el nUmero de casos nuevos de
mastitis dentro de cada tratamiento (Figura 4).

=
|

FIGURA ealizacion de prueba California para astit

4.3 Estudio de aislamiento de bacterias y antibiograma

Durante las pruebas de CMT se escogieron diez vacas positivas en cada ganaderia a las
gue se les realizé un estudio de aislamiento de bacterias y sensibilidad a antibi6ticos (No siempre
fueron diez muestras pues algunas vacas eran retiradas del grupo y puestas en tratamiento por
el personal de la ganaderia). Para lo que se establecié una dindmica de muestreo y andlisis en
el laboratorio (Bacteriological Analytical Manual (BAM), 2016). Todas las muestras fueron
manejadas segun el procedimiento presentado en (anexo 1) basados en national Committee for
clinical and Laboratory Standars, 2002 (NCCLS) y transportados al Laboratorio de Control de
Calidad Microbioldgico del Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD) de la
Universidad de EIl Salvador, el cual se realiz6 en el siguiente orden establecido.

Para obtener las muestras se realizé una higienizacion de la ubre y el pezén para retirar
residuos contaminantes de la muestra. Se procedio a eliminar los restos de cualquier material
contaminante con aguay posteriormente se sec6 con papel toalla, luego se limpiaron los pezones
con presellador de pezdn y se sec6 con papel toalla, se eliminaron los primeros dos o tres chorros
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de leche. Las muestras fueron tomadas de forma manual directamente del pezén afectado y
depositado en bolsas plasticas estériles y se almacenaron en hielera a una temperatura de 4°C
hasta su andlisis de laboratorio.

4.3.1 Procedimiento general para bacterias:

Se siguieron los procedimientos establecidos por BAM (2016) para el aislamiento de

bacterias importantes para la mastitis: Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli (Figura 5).
Se realizd una siembra primaria de cada una de las muestras de leche para cada una de las tres
bacterias causantes de la mastitis subclinica en un caldo enriquecido, luego se procedio6 a incubar
por un periodo de 24-48 horas en anaerobiosis o aerobiosis segun lo requeria cada bacteria
(cuadro anexo 2).

FIGURA 5.proceso de pesaje y vertido de placas para medios de cultivo selectivos e inoculacion de bacterias.

4.3.2 Pruebas confirmatorias segun bacterias en estudio.

Procedimiento de pruebas confirmatorias: las pruebas confirmatorias se realizaron segun la
bacteria a identificar.

Streptococcus agalactiae: el procedimiento general se describe en el anexo 2, luego se
realizaron las siguientes pruebas complementarias especificas.

Prueba de CAMP. Para esto se procedio a sembrar una estria de la cepa de S. aureus y
perpendicularmente a esta (lo mas cerca posible sin llegar a tocarla) se sembré la cepa de
Streptococcus spp en estudio. Se dejo incubar por 24 horas a 35°C en aerobiosis y su
interpretacion fue el sinergismo de las hemdlisis causadas por ambas bacterias, en forma de
punta de flecha en la zona que estaba mas cercana a ambas estrias. (BAM, 2016)

Prueba de la catalasa: (se realizé segun procedimiento para Staphylococcus a partir del
medio baird parker) (BAM, 2016).

Staphylococcus aureus: para el procedimiento general ver (anexo 2), luego se realizaron las
siguientes pruebas complementarias especificas segun bacteria.

Prueba de la catalasa: Se utilizo el crecimiento en Baird-Parker, se tom6 una asada y
se coloc6 en un portaobjetos de vidrio inclinandolo para el test de catalasa, debe iluminarse
apropiadamente para observar la produccion de burbujas de gas. (BAM, 2016)

Procedimiento: Se colocaba una colonia crecida en un portaobjetos de vidrio y se
agregaba una gota de peréxido de hidrégeno al 3% sobre esta, luego y se observaba burbujeo
inmediato y vigoroso debido a la produccién de oxigeno gaseoso.

Los micrococos y los estafilococos son catalasa positivos, mientras que los estreptococos
y los enterococos son catalasa negativos. (Winn et al, 2008).

Prueba de coagulasa: se transferian de las placas con Baird-parker anteriormente ver
procedimiento en anexo 2, las colonias sospechosas de S. aureus se colocaron en pequefios
tubos conteniendo 0.2-0.3 ml de caldo BHI y se emulsionan a fondo; se incubd en suspension
por 18-24 horas a 35-37°C, luego se le agreg6 0.5 ml de plasma al cultivo BHI y se mezclaba
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profundamente; se dejaba incubar a 35-37°C y se examinaba periddicamente durante 6 horas,
lo necesario para la formacion del coagulo (BAM, 2016).

Solo la formaciéon completa del coagulo aun cuando el tubo es inclinado o invertido era
considerada positivo para S. aureus (Figura 6).

FIGURA 6. Realizacion de prueba de la cbagulasa para Staphylococcus aureus.

Escherichia coli: para el procedimiento general ver (anexo 2), luego se realizaron las siguientes
pruebas complementarias especificas segun bacteria.

Prueba confirmatoria de coliformes fecales (EC).

I.  Se inocul6 con tres asadas de cada colonia positiva en la caja Petri (realizadas
anteriormente descritas en el anexo 2) un tubo que contenia 10 ml de caldo EC y tubo de
Durham, para comprobar la presencia de coliformes fecales.

II.  Seincubo durante 24-48 horas a 44.5°C.

lll.  Luego del periodo de incubacion se observaron los tubos y si se observaba turbidez y
produccion de gas, la prueba se consideraba positiva. Si no se observaba produccion de
gas, aun cuando se observo turbidez, se consider6 que la prueba era negativa (Camacho
et al,2009).

Prueba confirmativa para Escherichia coli (VRBA , EMB y Rapid Hicoliform).

> Se tomo6 una asada de cada uno de los tubos positivos en caldo EC y sembrar por estria
cruzada en agar eosina azul de metileno (EMB) y agar bilis rojo violeta (VRBA) para su
aislamiento.

>Se incubaron las placas invertidas a 35°C por 18-24 h.

>»Se seleccionaron dos colonias de cada placa con la siguiente morfologia colonial:
colonias planas con o sin brillo metalico (EMB) y colonias planas color rosa con
decoloraciéon del medio. Si no hay colonias con morfologia tipica, probar una o mas
colonias lo mas parecido E. coli para realizar las pruebas de morfologia microscopica

> Se seleccionaron colonias caracteristicas de E.coli Y sembrar por estria cruzada en agar
Rapid Hicoliform Incubar las placas a 37°C por 18-24 h. observacion macroscopica en
presencia de luz ultravioleta, el cual presenta un color verde fluorescente

»Se hizo un frotis y se tifio por Gram. Observando al microscopio la presencia de bacilos
cortos o cocobacilos Gram-negativos (Camacho et al,2009).

4.4 Evaluacion de resistencia a antibiéticos.

Antibiograma por el método de discos por difusion: se realiz6 con anticipacion la
preparacion de placas petri con agar Muller-Hinton. Los antibiéticos evaluados fueron: ampicilina
(AMP), amoxicilina con &cido clavulanico (AMC), enrofloxacina (ENR), gentamicina (CN),
neomicina (N) y penicilina G (P). Estos antibiéticos son los utilizados en el tratamiento de la
mastitis subclinica en las ganaderias en estudio. (BAM, 2016)
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Preparacion del in6culo. Se preparé el indculo con solucion salina estéril, a partir de 3-
5 colonias de las bacterias aisladas del estudio, que fueron seleccionadas de un tubo inclinado
de TSA de 18-24 horas de incubacion. Dicha suspensién se ajust6 a la escala 0.5 de McFarland.

Inoculacién de placas. Luego de la preparacion del indculo previamente ajustado, se
impregno un hisopo estéril en la suspension, y se removio el exceso de liquido rotando el hisopo
sobre la pared interior del tubo. Se inocularon la superficie de las placas con agar Muller-Hinton
y se hacia estriando en tres direcciones distintas, inoculando toda la placa uniformemente (Erna
Cona, 2002).

Aplicacion de sensidisco. Los discos se colocaron sobre la superficie del agar Muller-
Hinton y para eso se usO una pinza estéril haciendo leve presion para asegurar el contacto
completo del disco con el agar, la cantidad de los discos dependia del diametro de la caja Petri
siendo asi 12 unidades en placas de 150 mm de diametro y 5 unidades en placas de 100 mm de
diametro, con una separaciéon de 24-25 mm (del centro de un sensidisco al otro mas cercano).

Incubacidn: se incubaron en aerobiosis a 35° C por 24 horas posterior a la aplicacién de
los discos, luego del tiempo de incubacion, se realizé la lectura de cada una de las placas,
midiendo los didametros de los halos de inhibicién que se formaban alrededor de cada disco (Erna
Cona, 2002).

Lectura e interpretaciéon de resultados. Después del periodo de incubacién, se midié
el diametro de las zonas de completa inhibicion con un pie de rey o regla. Se observé con luz 'y
con fondo negro, para poder visualizar mejor el halo y cualquier colonia pequefia que podia haber
crecido en él. La interpretacién de los diametros de inhibicion fue interpretada segun las tablas
propuestas por Clinical & Laboratory Standards NCCLS (2002).

Ly

FIGURA 7. Aplicacién de sensidiscos e interpretacién de antibidgraas.

4.5 Metodologia estadistica.

4 5.1 Estudio de selladores.

Se evalu6 el efecto de tres selladores sobre la incidencia de la mastitis subclinica en dos
ganaderias mediante la prueba de Chi cuadrado; la cual es una prueba de hipotesis que compara
la distribucion de la frecuencia de los datos observados contra la distribucién de las estimaciones
tedricas 0 esperadas;

Para ello se utilizé el programa IBM SPSS version 25; con dos grados de libertad y el 95% de
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confiabilidad, donde la variable independiente es el efecto que producen los selladores sobre las
unidades experimentales y la variable dependiente es el resultado que se obtiene al realizar la
prueba de mastitis. Los tratamientos en estudio son tratamiento A:Tensolac,tratamiento B:lo-
shield, tratamiento C:Scud

Los datos de aislamientos y antibiogramas se presentan en cuadros y graficos que son
descritos y discutidos en relacién con la literatura pertinente y las condiciones del estudio.

4.5.2 Estudio de aislamiento y antibiograma.

Los aislamientos se presentaron como nimero de positivos y negativos en relacion con
las muestras analizadas para cada bacteria en una tabla de contingencia.
Los resultados de antibiogramas se clasificaron como sensible, intermedio y resistente para las
tres bacterias en las que se baso el estudio.

5. RESULTADOS Y DISCUSION.

5.1 Efectividad de los selladores en la prevencidn de la mastitis subclinica.

5.1.1 Resultados generales a prueba California de mastitis (CMT).

Se determinaron los resultados de la prueba de California Mastitis Test (CMT) para
mastitis subclinica en 360 observaciones las que se obtuvieron de 60 pruebas en 3 periodos (de
3 semanas cada uno) en las dos ganaderias. Los valores globales de resultados para CMT en
las vacas incluidas en el estudio, independientemente del sellador usado, se muestran en la tabla
2. Estos corresponden a 310 (86.11%) casos negativos y 50 (13.88 %) casos positivos.

Cuadro 2 Resultados de prueba California mastitis Test (CMT) en vacas en ordefio en dos ganaderias lecheras de
Sonsonate, El Salvador.

Vacas / Vacas positivas** Vacas negativas TOTAL
Ganaderia

Casos* % Casos* % Casos
Ganaderia 1 29 16.11 151 83.89 180
Ganaderia 2 21 11.66 159 88.33 180
TOTAL 50 13.88 310 86.11 360

Ganaderia 1= San Ramon; Ganaderia 2 = Velesa
*Durante el periodo que duré el experimento junio-agosto 2017.
** Se considerd caso positivo a cualquier vaca que tuviera uno o mas cuartos afectados, y caso negativo cuando no hubo cuartos afectados.

En el presente estudio, la prevalencia de mastitis subclinica fue de 16.11% en la
ganaderia 1y 11.66% en la ganaderia 2 con lo que el promedio global de prevalencia fue de
13.88% de vacas positivas a mastitis subclinica, dichos resultados se obtuvieron bajo el uso de
selladores de barrera (base Yodo-povidona, 2500 ppm) para pezén y en ordefio mecanico. En
un estudio reciente, Perla y Herrera (2017) encontraron una prevalencia de 60% de mastitis
subclinica en vacas lecheras de la Zona Norte de El Salvador que eran ordefiadas manualmente.
Contrastantemente en Brasil, Ruiz et al, (2011) reportaron 54.8% en vacas ordefiadas
mecanicamente y 39.3 % en ordefio manual.

Se considera que la prevalencia de mastitis subclinica puede tener un amplio rango que
puede encontrarse entre un minimo del 15% y alcanzar un maximo de 60 % segun (Ruiz.R. 2016
y Garcia, et al 2018). Estudios recientes, han reportado prevalencias de mastitis subclinica que
van desde de 3.25 % en Colombia (Becerra et al 2014), 11.62 % en Costa Rica (Mora et. al,
2015); 21 % en Colombia (Mendoza et al 2017) y 35.6 % en México (Aguilar 2014).

19



Los resultados reportados de mastitis subclinica en diferentes estudios varian mucho, ya
gue la ocurrencia de mastitis es influenciada por factores como la region, época, tipo de ordefio,
higiene, instalaciones y equipo (Pagliano Falero, 2016). Esto implica que los resultados obtenidos
en esta investigacion pudieron estar influenciados por el tipo de ordefio mecénico (donde se
restringe la influencia de los manipuladores de las vacas) y el uso de selladores demuestra que
pueden haber influido en la baja incidencia de mastitis subclinica observada.

5.1.2 Efectividad de los selladores.

La efectividad de los tres selladores se evalué por medio de los casos (frecuencia)
positivos y negativos a CMT en vacas que fueron tratadas por tres semanas, completando tres
periodos con 20 vacas en cada caso (para completar 60 vacas para cada sellador en cada
ganaderia). En las tablas 3 y 4 se presentan los resultados para las ganaderias 1 y 2
respectivamente. En la ganaderia 1, se encontré un total de 28 casos positivos de los cuales 14
fueron de vacas tratadas con sellador B, los selladores Ay C permitieron la presentacion de 7
casos positivos cada uno.

En la ganaderia 1 (cuadro 3), se encontr6 un total de 28 casos positivos de los cuales 7
fueron de vacas tratadas con sellador C, 7 vacas con sellador A y 14 para sellador B
respectivamente.

Cuadro 3 Efecto del uso de tres selladores de barrera sobre la incidencia de mastitis subclinica segun la prueba CMT
en la ganaderia 1 Sonsonate, El Salvador.

Sellador A Sellador B Sellador C Total
Casos % Casos % Casos %
Negativos 53 88.33 46 76.66 53 88.33 152
Positivos 7 11.66 14 23.33 7 11.66 28
Total 60 100.0 60 100.0 60 100.0 180

El nivel de significancia para la prueba de chi fue del 5 % y los resultados no fueron significativos, por lo cual todos los selladores ejercen un efecto
similar.

En la ganaderia 2 (cuadro 4), se encontré un total de 20 casos positivos, de los cuales las vacas
con selladores B y C tuvieron 7 cada grupo y las del sellador A tuvieron 6.

Cuadro 4 Efecto del uso de tres selladores de barrera sobre la incidencia de mastitis subclinica segun la prueba CMT
en la ganaderia 2 Sonsonate, El Salvador.

Sellador A Sellador B Sellador C Total
Casos % Casos % Casos %
Negativos 54 90.0 53 88.33 53 88.33 160
Positivos 6 10.0 7 11.66 7 11.66 20
Total 60 100.0 60 100.0 60 100.0 180

El nivel de significancia para la prueba de chi fue del 5 % y los resultados no fueron significativos, por lo cual todos los selladores ejercen un efecto
similar.
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Cuadro 5 Efecto del uso de tres selladores de barrera sobre la incidencia de mastitis subclinica seguin la prueba CMT
en dos ganaderias lecheras en Sonsonate, El Salvador.

Sellador A Sellador B Sellador C Total
Casos % Casos % Casos %
Negativos 107 89.17 99 82.50 106 88.33 312
Positivos | 13 10.83 21 17.50 14 11.66 48
Total *120 100.0 *120 100.0 *120 100.0 360

El nivel de significancia para la prueba de chi fue del 5 % y los resultados no fueron significativos, por lo cual todos los selladores ejercen un efecto
similar.
*De las 60 vacas seleccionadas por ganaderia como total se tom6 el nimero sumado de ambas ganaderias.

La prueba de chi cuadrado dio como resultado un valor calculado de 1.10, que es menor
al valor de tabla 5.99 (a una probabilidad de 0.05%), por lo tanto, se asume que el efecto de los
diferentes selladores sobre la presentacion de casos nuevos de mastitis subclinica, no es
significativo. Los que significa que cualquiera de ellos tendra un efecto similar sobre el control de
la mastitis.

El porcentaje de vacas negativas representa la efectividad de los selladores. En la figura
2 se presenta el resultado global de las dos ganaderias y los tres periodos para los selladores en
estudio. El nivel de proteccién fue similar entre ellos con un rango de 82.5% a 89.17%.

100.00%
90.00%
80.00%
70.00%
60.00%
50.00%
40.00%
30.00%
20.00%
10.00%

89.16% 88.33%
82.50%
R

Efectividad

™ Sellador A H Sellador B m Sellador C

FIGURA 8.Porcentaje de vacas con prueba CMT negativa después de 3 rotaciones de 21 dias de uso de diferentes
selladores de pezén.
A = Tensolac; B = lo Shield; C= Scud.

Se observd que los selladores en estudio presentaron niveles de proteccion aceptables
contra mastitis, permitiendo solamente entre un 10.84 - 17.5% de incidencia de mastitis
subclinica en las vacas del estudio (figura 1). Esta prevencion de nuevos casos con el uso de
selladores de barrera es un importante aporte a la estrategia de manejo higiénico del ordefio y
sanitario de las vacas.

Esta ampliamente documentado el efecto positivo del sellado de pezones sobre las
infecciones mamarias. Williamson y Lacy (2013), indican que el sellado reduce de un 50-70 %
los patdgenos contagiosos causantes de mastitis, pero logra efectos variables para otros. Segun
el National Mastitis Council (Tirante, 2007), para que un sellador de pezén pueda considerarse
eficaz debe reducir el porcentaje de nuevas infecciones intramamarias en mas del 40%. Chavez,
(2010) afirma que esta suficientemente comprobado que la practica de sellado disminuye en un
50 % las nuevas infecciones en el hato cuando se realiza con un producto de eficacia probada.
Los resultados de esta investigacion muestran que se puede evitar los nuevos casos de mastitis
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en un porcentaje superior al 80 % cuando se usa los selladores evaluados en este estudio.

En un estudio realizado en Costa Rica los selladores de barrera de pezon a base de
Yoduro metélicos protegieron un 58.62% contra mastitis y los de base de lodo-povidona
protegieron un 89.65%, también observaron que el sellador disminuy6 en un 66% las infecciones
causadas por Staphylococcus aureus y en un 100% las causadas por coliformes fecales
(Fernandez et al. 2008).

En un estudio realizado en Uruguay se evalu6é la incidencia de las infecciones
intramamarias comparando dos selladores de barrera a base de yodo en tres establecimientos,
los resultados (63% y 60%), mostraron que no hubo diferencias significativas en la prevencion
de infecciones intramamarias entre los dos selladores evaluados (Pagliano 2016), en dicho
estudio se consideraron negativas a infecciones intramamarias a las vacas que no presentaban
aislamientos de Staphylococcus aureus y bacilos gram negativos en ningun cuarto; a diferencia
con este estudio se considerd vacas positiva a mastitis subclinicas las que tuvieron reaccion
grado 2 a CMT en al menos un cuarto segun lo recomendado por Saran y Chaffer (2000) y la
presencia de al menos una de las tres bacterias de nuestro interés.

En México un estudio en el que se trabaj6 con 222 animales alojados en corrales hUumedos
y sucios reveld que al hacer la aplicacion de un sellador de barrera permiti6 nada mas un 3% de
casos de mastitis en un periodo de 18 dias de tratamiento (Caro, 2011); estas condiciones
ambientales son similares a las del presente estudio, en el cual los animales siempre llegaban al
ordefio con una capa de lodo y excretas en la parte ventral de su cuerpo.

5.2 Aislamiento de bacterias en leches de vacas positivas a CMT.

Se buscé aislar 3 de las bacterias importantes para mastitis en vacas positivas a CMT .
De las 50 muestras de vacas positivas a CMT se descartaron tres debido a que los animales
estaban en tratamiento antibiético (al momento del muestreo), lo cual interferiria con el
aislamiento, por lo cual se trabajé con 47 muestras. De estas muestras se obtuvieron 94
aislamientos de microorganismos considerados de interés para la mastitis subclinica en esta
investigacién (Cuadro 6).

Cuadro 6 Microorganismos aislados en muestras de leche provenientes de vacas positivas a CMT. (Total de pruebas
= 360, total de muestras positivas = 47).

CMT Muestras positivas Aislados obtenidos de cada
Microorganismos aislados. (+) para cada
microorganismo microorganismo
No. % A* B* c* TOTAL %

Streptococcus agalactiae a7 0 0 0 0 0 0 0.00%
Streptococcus spp 47 15 31.91% 3 6 6 15 16.48%
Staphylococcus aureus 47 16 34.04% 4 9 3 23 21.97%
Staphylococcus coagulasa 47 17 36.17% 6 6 5 17 18.68%
negativa
Escherichia coli 47 32 68.08% 6 14 12 39 42.85%

TOTAL 94 100.00%

*A = Tensolac; B = lo Shield; C= Scud.
Se aislaron dos de los tres microorganismos de interés en la investigacion, y para el caso de los géneros Streptococcus y Staphylococcus se identificaron
de manera general otras especies no contempladas inicialmente en el estudio.

22



Los porcentajes correspondientes de aislamientos fueron Streptococcus spp. (16.48%),
Staphylococcus aureus (21.97%), Staphylococcus coagulasa negativa (18.68%) y Escherichia
coli (42.85%) (Cuadro 5.). Es de notar que Streptococcus agalactiae fue buscado en este trabajo
pues en la literatura y estudios previos a esta investigacion lo sefialan como uno de los principales
agentes etioldgicos en mastitis (Morales, 2011; Figueroa et al, 1984; Wolter et al, 2002); sin
embargo, no se encontrd ningun aislado correspondiente a este microorganismo. Por otra parte,
del total de las 47 muestras positivas a CMT, se aisl6 Streptococcus spp en 31.91%,
Staphylococcus spp en 40.65 %, y Escherichia coli en 68.08 %.

A pesar de no haber sido identificado Streptococcus agalactiae, la prevalencia de otras
especies de Streptococcus fue de 16.48% en este estudio, lo cual es comparable con
investigaciones con resultados similares en América Latina, como en Brasil donde la prevalencia
de Streptococcus sp. en hatos con ordefio mecanico fue de 12,9% (Ruiz et al, 2011). En
Argentina fue de 12,5% (Calvinho, 2005), Colombia de 4,1% (Andrade-Becerra et al, 2014),
19.5% reportado en Uruguay (Giannenchi et al, 2014) y el 8.8% en Argentina (Dieser et al, 2014).

De los tres géneros de interés, el género Staphylococcus representa el 40.65% del total
del género aislado, 21.97% Staphylococcus aureus y 18.68% Staphylococcus coagulasa
negativo. En un trabajo reciente en El Salvador, Perla y Herrera (2017) reportaron que
Staphylococcus aureus se encontr6 en un 22.61% de todos los aislamientos de muestras de
leche provenientes de ganaderias con ordefio manual, lo cual se asemeja a lo encontrado en
estudio actual con ordefio mecénico.

Diferentes estudios han sefialado a Staphylococcus aureus como uno de los principales
causantes de mastitis. En Monteria, Colombia, se evaluaron 2.854 vacas de 40 fincas
especializadas encontrando Sta. aureus (29.09 %) como principal patogeno (Calderén et al.
2011). En Brasil se estudiaron 185 vacas en 11 propiedades productoras de leche bovina del
estado de Pernambuco; seis con ordefio manual y cinco con ordefio mecénico (Ruiz et al 2011),
determinando una prevalencia de Staphylococcus sp. en ordefio mecéanico del 36,4%. En otro
estudio en Colombia con 348 vacas Holstein con ordefio mecanico, Sanchez et al (2017)
encontré una prevalencia de 31.1% para Sta. aureus. Otros reportes de prevalencias de Sta.
aureus en Suramérica son 13.9% (Calvinho, 2005), 74.4% (Mendoza et al 2017), 6.6 % (Andrade-
Becerra et al, 2014) y 8 % (Ramirez et al. en 2014). Los bajos valores encontrados en los ultimos
dos estudios probablemente se deban a que fueron desarrollados en ganaderias con buen nivel
tecnoldgico y de higiene.

Escherichia coli presenté una prevalencia de 38.55% en esta investigacion, un valor
mayor al reportado por otra investigacion realizada El Salvador con una prevalencia de E. coli
(17.85%) (Perla y Herrera 2017). Probablemente el valor mayor en el estudio actual se deba a
gue las vacas estaban estabuladas con una densidad alta que permitia mayor contacto con
material fecal, mientras que en el otro caso se usaron ganaderias mas extensivas. Otros estudios
han reportado prevalencias de E. coli de 13,3% en Colombia (Mendoza et al, 2017) y en Paraguay
un 3.77% (Aponte, 2007) se observa un menor porcentaje de presentacion a diferencia de los
resultados obtenidos en El Salvador.

E. coli se encuentra en el ambiente, no forma parte de la microbiota normal de la ubre.
Estos microorganismos se consideran contaminantes medioambientales y han sido sefialados
como agentes causales hasta en un 97,5% en otras explotaciones en regiones tropicales
(Olivarez-Pérez et al. 2015). Por el contrario de los agentes patégenos contagiosos de la mastitis,
se localizan principalmente en el medio que rodea a la vaca. Las bacterias pertenecen a la
microbiota normal del ambiente y se encuentran en cada establo (Wolter et al, 2002).

Es posible que estos patégenos estan aumentando debido a las fallas observadas en las
practicas de prevencién y control de la mastitis, como en la implementacion de la higiene de la
ubre antes del ordefio o la presencia del ambiente contaminado por la presencia de heces, de
aguas encharcadas y de lodazales; Segun Calder6n y Rodriguez (2008), las malas practicas
ganaderas en la implementacion de las medidas profilacticas, hace que algunos de estos
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microorganismos puedan llegar a desarrollar signos sistémicos en la vaca e incluso, provocar la
muerte.

5.3 Resultados de sensibilidad antimicrobiana a los antibioéticos.

El estudio de la sensibilidad de los microorganismos a los antimicrobianos es una de las
funciones mas importantes de los laboratorios de microbiologia clinica. Su realizacion se
desarrolla mediante las pruebas de sensibilidad o antibiograma, cuyo principal objetivo es evaluar
en el laboratorio la respuesta de un microorganismo a uno o varios antimicrobianos, traduciendo,
en una primera aproximacion, su resultado como factor predictivo de la eficacia clinica. El
antibiograma define la actividad in vitro de un antibiético frente a un microorganismo determinado
y refleja su capacidad para inhibir el crecimiento de una bacteria o poblacién bacteriana (Garcia
et al, 2000).

Los aislamientos se categorizaron como (R) resistentes, (I) intermedio, y (S) susceptible
de acuerdo con los parametros establecidos por la NCCLS (2002). Los seis antimicrobianos
utilizados en este estudio son: penicilina G (P), amoxicilina con acido clavulanico (AMC),
gentamicina (CN), enrofloxacina (ENE), neomicina (N), ampicilina (AMP) de uso mas comun para
la mastitis en El Salvador.

5.3.1. Porcentaje de resistencia y sensibilidad Streptococcus spp.

De un total de 15 aislamientos (provenientes de 47 muestras de leche de vacas positivas
a mastitis subclinica), se evaluaron los perfiles de resistencia de los microorganismos aislados
de las muestras de las dos ganaderias lecheras (figura 9).
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FIGURA 9.Perfil de resistencia antibidtica de Streptococcus spp aislados de muestras de leches con reaccidn positiva
a CMT.

Basados en los datos de laboratorio los antibioticos que mas eficacia tiene contra
Streptococcus spp., son gentamicina (CN) y enrofloxacina (ENR), ya que sus niveles de
sensibilidad entre el 93 - 100% mientras que fue 80% sensible a neomicina (N). Diferentes
autores recomiendan el uso de aminoglucésidos (entre ellos CN y N) para el tratamiento de
mastitis subclinica, los resultados obtenidos en este estudio respaldan dicha recomendacion.

De los antibitticos que pertenecen al grupo de los betalactamicos, se encontro el 100%
de resistencia a penicilina (P), 93% a ampicilina (AMP) y 60% de resistencia para amoxicilina
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mas acido clavulanico (AMC). (Figura 2), Garcia (2000) sugiere que el uso de betalactamicos (P
y AMP) no es recomendable, aunque si estos antibioticos llevan acido clavulanico tienen mayor
efectividad como en el caso de (AMC) debido a que ese componente inhibe la accién de las
betalactamasas, que son las enzimas bacterianas que las hacen resistentes a esta familia de
antibioticos lo cual nos deja un porcentaje de sensibilidad en este estudio de 27% para ayudar a
combatir infeccion por Streptococcus spp.

Estudios realizados en Suramérica en vacas con mastitis, han mostrado resistencia de
Streptococcus spp a antibiéticos. En Chile, en la (X) Region, se determind que el 40.5% fueron
resistentes al test de penicilina (Concha y Alvarez, 2007). En otro estudio realizado en Per( se
encontrd una resistencia a penicilina del 56% (Ayala y Vidalina, 2017).

En Colombia se reporté resultados de 21% de resistencia a ampicilina (Cruz A. et al,
2007). En Paraguay, se presenté un 20% de resistencia a gentamicina, un 64% a penicilina, un
56% a ampicilina y un 88% a neomicina (Florentin, 2007).

En Chile otro estudio reporté cepas de Streptococcus resistentes a los tres antibiéticos
pertenecientes al grupo de betalactdmicos (Martinez, M., et al, 2013), el cual presenta los
resultados similares al del estudio actual. Sin embargo, en Colombia otros resultados de analisis
para Streptococcus agalactiae mostraron que el 100% de las cepas evaluadas fueron sensibles
a los antibidticos del grupo de los betalactamicos.

5.3.2. Porcentaje de resistencia y sensibilidad Staphylococcus aureus

De un total de 23 aislamientos (provenientes de 47 muestras de leche de vacas positivas
a mastitis subclinica), los antibiéticos mas efectivos fueron neomicina con 87% de sensibilidad,
78% gentamicina, amoxicilina con acido clavulanico con 70% y enrofloxacina con 87 % de
sensibilidad. Por otra parte, los menos efectivos fueron penicilina con 87% y ampicilina con 73 %
de resistencia (Figura 10).
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FIGURA 10.Perfil de resistencia antibiética de Staphylococcus aureus aislados de muestras de leches con reaccion
positiva a CMT.

La penicilina que fue el antibiético menos eficaz contra Staphylococcus aureus en este
estudio. En Argentina (2007) Aguirre en un estudio comprobé que Staphylococcus aureus
presento resistencia a ampicilina (9%) y para penicilina (34%).

Para penicilina se observan resultados similares en estudios realizados los cuales se mencionan
a continuacion, en El Salvador, municipio de Chalatenango segun Perla Y Herrera, se evidencia
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una resistencia de 57.14% a penicilina y en Nicaragua un 16.7% de resistencia (Aguirre, 2007)
porcentajes menores que el de esta investigacion.

En Santa Fe, Argentina, (2008) Russi reportd que un 48.4% de los aislamientos fueron
considerados resistentes a la penicilina. Otros reportes, sin embargo, han mostrado menores
porcentajes en resistencias, tal es el caso de Argentina donde reporto un 22,2% (Pellegrino et al,
2011), Venezuela 12,4% (Valero-Leal, 2010) y El Salvador 5.71 % (Arreces Martinez, 2015).

En Nicaragua se reporta una sensibilidad de 88.33 % hacia la gentamicina (Aguirre y
Zeledodn, 2007) resultado similar al de esta investigacion, asi también Perla y Herrera reportan
resultado similar en El Salvador con un 94,73% de sensibilidad a gentamicina asi mismo
sensibilidad de enrofloxacina donde ellas presentan un 94.73% que es similar a la de esta
investigacion.

Se encontraron resultados parecidos en el cono sur, en Argentina un estudio revela que
el 100% de cepas analizadas fueron sensibles a gentamicina y ampicilina (Pellegrino et al, 2011).
Diferenciandose con 73% de resistencia de esta investigacion en los valores de ampicilina pues
siempre se encontrd alta resistencia en este estudio. En este caso el antibidtico de eleccién es
neomicina, enrofloxacina y gentamicina esto debido a que se presentaron valores arriba del 70%
de sensibilidad.

5.3.3. Porcentaje de resistencia y sensibilidad de Escherichia coli.

De un total de 39 aislamientos (provenientes de 47 muestras de leche de vacas positivas
a mastitis subclinica), se encontré 97% de sensibilidad a gentamicina, 92% a enrofloxacina, y
87.17% a neomicina (figura 11). A su vez, estos aislados presentaron mayores resistencias a
penicilina 100% y ampicilina 58.97%, ambos betalactdmicos; y una menor resistencia a
amoxicilina méas &cido clavulanico 28%.
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0%

PORCENTAIJE DE RESISTENCIA E. coli

AMC P AMP ENR CN N
SENSIBLE 64% 0.00% 35.89% 92% 97% 87.17%
INTERMEDIO 8% 0.00% 5.12% 3% 3% 2.56%
B RESISTENTE 28% 100% 58.97% 5% 0% 10.26%

FIGURA 11.Perfil de resistencia antibiética de Escherichia coli aislados de muestras de leches con reaccion positiva
a CMT.

En este estudio de sensibilidad en placa, los aislamientos de E. coli mostraron alta
sensibilidad a gentamicina, enrofloxacina y neomicina. Sumano y Ocampo (2008), sefiala que la
accion de algunos antibiéticos como gentamicina puede ser limitada por la capacidad del farmaco
de actuar en la zona, su uso no es viable pues no alcanza concentraciones adecuadas en la
glandula mamaria y tiene efectos nulos en presencia de leche u otras secreciones. Por lo tanto,
los resultados utilizados en campo podrian no coincidir con los resultados en este estudio; debido
a que estos antibiéticos resultaron ser sumamente efectivos contra E. coli, pero segun este autor
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en la practica no seria viable su uso.

En el caso de la enrofloxacina el 8% de resistencia observado podria ser un resultado
positivo, comparado con un estudio en Chile, el cual reportdé un 21.9% de resistencia a
enrofloxacina (San Martin et al 2002).

Estudios previos han reportado resistencias de E. coli a antibiéticos como a ampicilina
(76.5%) Jiménez et al (2017) y a penicilina (93%) Perla y Herrera (2017).

El desarrollo de resistencia a antibioticos en bacterias causantes de mastitis subclinica
en las ganaderias puede relacionarse al uso indiscriminado de antibiéticos que no son recetados,
controlados o supervisados por meédicos veterinarios ademas de cambios genéticos o
mecanismos adaptativos de las bacterias para enfrentar la accion de éstos.

En el caso de los antimicrobianos, se producen problemas cuando se emplean para tratar
enfermedades cuando no corresponde utilizarlos, en dosis inapropiadas, durante periodos de
tiempo inadecuado y en preparacion farmacéutica incorrecta (OMS, 2000). Las bacterias
causantes de mastitis y el desarrollo de resistencia a los antibiéticos podrian tener implicaciones
en la salud humana. El abuso y el uso indebido de antibi6ticos en animales y humanos estan
contribuyendo al aumento de la amenaza que representa la resistencia a los antimicrobianos.
Algunos tipos de bacterias causantes de infecciones humanas graves ya son resistentes a la
mayoria o0 a la totalidad de los tratamientos disponibles, y hay muy pocas alternativas
prometedoras en fase de investigacion (Lindmeier, 2017).

La OIE anima a hacer un uso responsable y prudente de los antimicrobianos en los
animales terrestres, de tal forma que se preserve su eficacia terapéutica y que se puedan seguir
utilizando sin riesgos para los animales ni para el hombre (Lindmeier, 2017).

Los resultados de este estudio muestran que los antibidticos penicilina y ampicilina, han
perdido eficacia en el control de bacterias importantes para mastitis. Los niveles de resistencia
encontrados para penicilina fueron 100% en Streptococcus spp 87%, para Staphylococcus
aureus y 100% para Escherichia coli mientras que para ampicilina la resistencia fueron 93%
Streptococcus spp, 73% para Staphylococcus aureus y 58.97% Escherichia coli. Por lo tanto, su
uso a nivel de campo podria tener un impacto limitado en el control de la mastitis.

5.4. Resultados de multirresistencia antimicrobiana.

La figura 12 muestra los porcentajes obtenidos por bacteria, a las distintas multirresistencia que
se obtuvieron de las 3 familias a las que pertenecen los antibiéticos en estudio.

12% 10.63%
10%
8%
6%
4%
2%

PORCENTAJE DE
MULTIRRESISNTENCIA

0% Streptococcus spp. Staphylococcus aureus. Escherichia. coli.
HA+B 6.38% 6.38% 10.63%
mQ+B 2.12% 2.12% 4.25%
HA+Q+B 0% 4.25% 0%

FIGURA 12.Perfil de multirresistencia antibidtica aislados de muestras de leches con reaccion positiva a
CMT.A= aminoglucésidos= gentamicina; neomicina. B= betalactamicos = amoxicilina + a. clavulanico; penicilina; ampicilina Q= quinolona

= enrofloxacina
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Cuadro 7 Aislados totales del estudio con multirresistencia antibiética de muestras de leches con reaccién positiva a
CMT.

Bacterias / n” de
. A+B Q+B A+Q+B Total/Total
aislados por :
de aislados.
bacteria.
Streptococcus spp. | 3/6.38% 1/2.12% 0/0% 4/15
Staphylococcus
3/6.38% 1/2.12% 2/4.25% 6/23
aureus.
Escherichia. coli. 5/10.63% 2/4.25% 0/0% 7139

A= aminoglucésidos= gentamicina; neomicina. B= B\betalactamicos = amoxicilina + a. clavulanico; penicilina; ampicilina
Q= quinolona = enrofloxacina

El perfil de multirresistencia obtenido para los 15 aislados del género de Streptococcus
indico que 3 de ellos (6.38%) presentaron multirresistencia a la combinacion de las familias de
los betalactamicos junto con aminoglucésidos, también hubo una muestra que presento
multirresistencia a betalactamicos y quinolonas, siendo los antibiticos mas resistentes, los de la
familia de los betalactamicos, penicilina fue la que presenté mayor resistencia con un 100%.

La resistencia de alto nivel frente a aminoglucésidos puede ser por mutacién ribosémica

0 por inactivacién enzimatica de una adeniltransferasa. La resistencia de alto nivel se traduce en
la anulacion del sinergismo bactericida entre el aminoglucésido y los betalactdmicos (Gilbert,
2000).
En Colombia Streptococcus spp presentdé una multirresistencia del 20.7% a penicilina y a
Eritromicina. EI mecanismo de resistencia caracteristico de este género es la alteracién de la
proteina de union de las penicilinas (PBP), que se da por la modificacion de la enzima en la pared
bacteriana y la convierte en PBP2alfa para los cuales no tienen afinidad los betalactamicos
(Lencastre et al., 1994)

De las bacterias aisladas de las muestras de leche con mastitis subclinica, se identificaron
cepas multirresistentes de S. aureus a dos interacciones de familias e incluso a la
multirresistencia de las 3 familias de antibidticos en estudio, siendo sus valores para
betalactamicos y quinolonas de 2.12% y también para betalactamicos y aminoglucésidos, con un
6.38%, dentro de las cuales los antibi6ticos mas resistentes fueron: amoxicilina mas acido
clavulanico, ampicilina y penicilina para el grupo de los betalactdmicos y gentamicina para los
aminoglucésidos (figura 5).

En Argentina, se reporté un 19% de cepas de S. aureus con multirresistencia a las familias de
betalactamicos y aminoglucésidos (Pellegrino et al, 2011), mostrando similitud con el presente
estudio.

Perla y Herrera (2017), mencionan que las bacterias que evaluaron presentaron
multirresistencia, y el 87% mostrd resistencia a antibidticos pertenecientes al grupo de los
betalactamicos; pudiéndose relacionar con el mecanismo de resistencia que estas bacterias
poseen debido a la produccién de betalactamasas y la proteina de unién de la penicilina (PBP2a)
gue afectaria en el sitio de unién del antibiético y haria imposible la funcion del mismo ( De
Lencastre et al., 1994).

Para el género Escherichia coli, se lograron identificar 7 aislados multirresistentes a dos
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familias de antibiéticos evaluados, de los cuales la combinacién de betalactamicos con
aminoglucésidos fue la mas alta con un 10.63% y quinolona mas betalactamicos con 4.25%;
siendo el grupo de los betalactdmicos la familia con mas resistencia bacteriana observada,
siendo penicilina resistente en el 100% de los aislados.

Entre algunos mecanismos de resistencia que se le pueden atribuir a Escherichia coli,
estd la produccion de betalactamasas, enzimas que se caracterizan por hidrolizar el enlace amida
del nucleo betalactdmico, inactivando de esta manera el antibiético. También hay mutaciones
puntuales que generan el cambio de amino&cidos en el enzima blanco del antibiético (Mosquito
et al, 2011).
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6. CONCLUSIONES

1. Los selladores a base de yodo evaluados en esta investigacion demostraron tener una
buena tasa de proteccion (86.12%) en la prevencién de la mastitis subclinica. Las
practicas de ordefio higiénico y el uso de selladores aun permiten una incidencia de
mastitis de 13.88%

2. Los tres selladores a base de yodo utilizados en este estudio produjeron un nivel de
proteccion similar en la presentacion de casos nuevos de mastitis subclinica.

3. Los aislamientos de bacterias difieren con investigaciones que reportan que
Streptococcus agalactiae es uno de los mayores causantes de mastitis subclinica y
clinica, pues en el estudio actual no se aislé esta bacteria de leches mastiticas.

4. Los resultados del estudio sugieren que existe contaminacién ambiental en el proceso de
ordefio ya que el mayor agente etiolégico aislado fue Escherichia coli la cual es una
bacteria ambiental.

5. Existe resistencia a antibidticos en Streptococcus spp, Staphylococcus auerus y
Escherichia coli en las ganaderias estudiadas, principalmente para la familia de
betalactdmico como penicilina, ampicilina y en menor medida en amoxicilina mas acido
clavulanico.

6. Existen diferentes porcentajes de multirresistencia antibiética entre las familias siendo el
principal, aminoglucésidos (gentamicina y neomicina) mas betalactamicos (penicilina,
ampicilina y amoxicilina mas acido clavulanico) en las 3 bacterias estudiadas
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7. RECOMENDACIONES

1. Utilizar selladores de barrera a base de yodo dentro de un programa de ordefio higiénico
para disminuir los casos de mastitis en las ganaderias lecheras, considerando criterios
como gasto por numero de vacas selladas y costo para su eleccion.

2. Mejorar el protocolo actual de ordefio higiénico, por medio una evaluacién continua y de
una mayor limpieza y mejoras de infraestructura en las zonas de descanso para evitar el
contacto de los pezones con material fecal.

3. Utilizar los resultados de las pruebas california de mastitis para realizar aislamientos y
pruebas de sensibilidad para implementar un programa de uso de antibi6ticos controlado
por un profesional competente, que permita alcanzar una mayor efectividad en el
tratamiento antibiético de los casos de mastitis, manejando de mejor manera el problema
de la resistencia.
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9. ANEXOS

anexo. 1 Antibiéticos sistémicos de eleccidn contra mastitis.

Bencilpenicilina G * Neomicina*

Cloxacilina Gentamicina*

Ampicilina* Estreptomicina y dihidroestreptomicina
Cefalosporinas. Cloranfenicol

(ceftiofur, ceftriaxona, cefadroxil.)

fuente: (Blood et al, 2006); * (antibiéticos utilizados en la investigacion: AMC= Amoxicilina mas &acido clavulanico.; P = penicilina; AMP = ampicilina; ENR
= enrofloxacina.; CN =gentamicina; N = neomicina).

anexo. 2 Procedimientos generales para siembra primaria de bacterias

Escherichia coli. Staphylococcus aureus. Streptococcus agalactiae.

1. Realizar una dilucién primaria con 10 ml de la muestra de leche diluida en 90 ml de agua | 1. Realizar una dilucién- tomando 10 ml
peptonada al 0.1%, mezclar y homogeneizar. Esta constituye la primera dilucién de la serie (1:10 | de la muestra en 90 ml de caldo infusién
0107 cerebro corazén (BHI) e incubar a 35°C

por 24 horas en condiciones de

2. Tomar 1 ml de la dilucién anterior 10" con una | 2. Tomar 1 ml de la dilucién 10" con una | anaerobiosis. Luego se pasé a agar
pipeta estéril y transferirlo a un tubo con 9 ml de pipeta estéril. sangre por el método de estrias.
agua peptonada al 0.1% para obtener la dilucién 10 | 3. Transferir el in6culo uniformemente a
2(1:100), (1:10); tomar 1 ml de la dilucion anterior 3 placas con agar Baird-Parker (BP). | Nota: son cocos Gram positivos,
102 (1:100), con una pipeta estéril y transferirlo a un 0.3ml, 0.3 mly0.4ml. anaerobios facultativos, exigentes, que
tubo con 9 ml de agua peptonada al 0.1% para | 4. Mantener las placas en posicion | en medios sdlidos con sangre crecen
obtener la dilucién 1073 (1:1000) vertical hasta que sea absorbido el | formando colonias grisaceas de 3 a 4 mm
3. Luego se con la misma pipeta utilizada para cada in6culo por el agar, cerca de unos 10 | de diametro, rodeadas de un halo
dilucién correspondiente se toma 1ml de la cada una minutos. estrecho de beta-hemodlisis. (Temas de
de las diluciones 10,102 ,10%y verter L mlencada | 5. Invertir las placas al momento de | bacteriologia y virologia médica, 2006)
una de las dos cajas Petri estéril, vacia y incubar durante 48 horas a 35-37°C.
debidamente identificada. En duplicado de las | 6. Seleccionar las placas que tengan de
diluciones hechas anteriormente. 20-200 colonias, (a no ser que las
4. Se obtienen 6 cajas Petri que corresponden dos a colonias con menores diluciones
cada dilucion, 10,10%,10° a las cuales se afadio tengan colonias con apariencia de S.

15 ml de agar (VRBA) atemperado a 45°C , se aureus.) (BAM, 2016).
homogeneiz6  con movimientos de vaivén y

rotacién, cada placa y dejé solidificar. Nota: las colonias de 4 - 6 mm de

5. Incubar las placas a 35°C durante 24 horas. Para E. didmetro; lisas enteras y de

coli.(BAM,2002) consistencia  cremosa  pigmento

Sus siglas en inglés, VRBA: Violet Red Bilis Agar amarillo o amarillo naranja. (Winn et
al, 2009)

anexo. 3 Programacion de actividades en campo y laboratorio para el experimento
Actividades 2017 Mes (semanas)
JUNIO | JuLI0O | AGOSTO
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aplicacioén tratamiento grupo 1 en ganaderia 01

aplicacioén tratamiento grupo 1 en ganaderia 02

rotacion de tratamientos 2,recoleccion de muestras de
leche tratamiento 1, transporte y Analisis laboratorio
grupo 1 ganaderia 01

rotacion de tratamientos?2 ,recoleccion de muestras de
leche tratamiento 1, transporte y Andlisis laboratorio
grupo 1 ganaderia 02

rotacion de tratamientos 3,recoleccion de muestras de
leche tratamiento 2, transporte y Analisis laboratorio
grupo 2 ganaderia 01

rotacion de tratamientos 3,recoleccion de muestras de
leche tratamiento 2, transporte y Analisis laboratorio
grupo 2 ganaderia 02

finalizacion 3,recoleccion de muestras de leche
tratamiento 3 transporte y Andlisis laboratorio grupo 3 de
la ganaderia 01

finalizacion 3,recoleccion de muestras de leche
tratamiento 3 transporte y Andlisis laboratorio grupo 3 de
la ganaderia 02

lecheras de Sonsonate, El Salvador.

(S1= SELLADOR UNO. S2=SELLADOR DOS. S3= SELLADOR TRES.)
anexo. 4 Resultados de prueba California mastitis Test (CMT) en

vacas en ordefio en dos ganaderias

Negativa | Positiva | Total Negativa | Positiva | Total
Periodo 1 Periodo 1
s s vacas S s vacas
Sellad Sellad
ellador 19 1 20 ellador 19 1 20
A A
Sellad Sellad
ellador 16 4 20 ellador 14 5 20
B B
Sellad Sellad
ellaaor 19 1 20 ellador 18 2 20
c c
Negativa | Positiva Negativa | Positiva
Periodo 2 Periodo 2
s s S s
Sellador 20 Sellador 20
Ganaderi A 18 2 Ganaderi A 20 0
aA Sellad aB Sellad
ellador 16 4 20 ellador 18 5 20
B B
Sellador Sellador
17 3 20 18 A 20
Cc C
Negativa | Positiva Negativa | Positiva
Periodo 3 Periodo 3
s s s s
Sellador Sellador
16 4 20 15 5 20
A A
Sellad Sellad
ellaaor 13 7 20 ellador 20 0 20
B B
Sellad Sellad
Ce ador 17 3 20 Ce ador 17 3 20
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anexo. 5 Pruebas de laboratorio para Staphylococcus aureus.

Agar
Codigo MX! pruebas Baird Catalasa Coagulasa Gram Codigo MX/ gii; Catalasa Coagulasa Gram
Park pruebas Parker
er
010101A MX1 0.3 SR1 + - 020101B MX10.3 V1 + -
010102B MX2 0.3 SR1 + - MX10.3 V1 + + - +
010103B MX3 0.3 SR1 + + + + 020102B MX20.3V1 + -
MX3 0.4 SR1 + - MX2 0.3V1 + -
010104B MX4 0.3 SR1 + - MX2 0.4 V1 + + + +
MX4 0.3 SR1 + + - + 020103B MX3 0.3 V1 + -
MX4 0.4 SR1 + + + + MX3 0.4 V1 + + + +
010105B MX5 0.3 SR1 + - 020104B MX4 0.3 V1 + -
MX5 0.3 SR1 + - 020105B MX5 0.3 V1 + + - +
MX5 0.4 SR1 + - MX5 0.3 V1 + + + +
010107B MX7 0.3 SR1 + + + - MX5 0.4 V1 + + + +
MX7 0.3 SR1 + + + + 020106A MX6 0.3 V1 + + + +
010108B MX8 0.4 SR1 + - MX6 0.3 V1 + + + +
010109B MX9 0.3 SR1 + + + + MX6 0.4 V1 + -
MX9 0.3 SR1 + + + + 020107C MX7 0.3 V1 + -
MX9 0.4 SR1 + + + + 020108C MX8 0.3 V1 + + + +
Agar
Codigo MX/Pruebas E:ir:(d Catalasa Coagulasa Gram MX8 0.3 V1 + + - +
er
Agar
010202B MX2 0.4 SR2 + + + + Codigo w Baird Catalasa Coagulasa Gram
pruebas Parker
MX 2 0.3 SR2 + + + + 020201B MX1Vv2 + + -
MX 2 0.3 SR2 + - - - MX1 + + -
010204B MX4 SR2 - - MX1 + -
010205C MX5 0.4 SR2 + - - 20202 MX2v2 + + -
0102068 MX6 0.4 SR2 + + - + MX2 + + -
MX6 0.3 2 . . ) MX2 . . .
SR2
020203B MX3V2 -
Agar
Codigo MX! pruebas Baird Catalasa Coagulasa Gram X3 .
Park
er
010302B MX2 0.4 SR3 + + - MX3 + -
MX2 0.31 SR3 + + - 020204C MX40.31V2 + - - -
010305A MX5 0.4 SR3 + + - MX40.32V2 + - - -
MX5 0.31 SR3 + + + + MX4 0.4 V2 + + + +
MX50.32SR3 | + + - 020205C MX5 0.3 1V2 + - -
010306A MX6 0.4 SR3 + + - MX5 0.3 2 V2 + + + +
MX6 0.31 SR3 | + - MX5 0.4 V2 + + + +
MX6 0.32 SR3 | + + -
Agar
010307B MX7 0.4 SR3 + - Codigo MX/ pruebas Baird Catalasa Coagulasa Gram
Parker
MX7 0.31 SR3 + - 020301A MX1 0.4 V3 + + + +
MX7 0.32 SR3 + + - MX10.31V3 + + - +
MX10.32 V3 + + + +
16 MXS 020302A MX2 0.4 V3 + -
MX2 0.31 V3 + + -
MX20.32V3 | + + -
020305C MX5 0.4 V3 + + -
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MX50.31 V3

MX5 0.32 V3

020306C

MX6 0.4 V3

MX6 0.31 V3

MX6 0.32 V3

020309A

MX9 0.4 V3

MX9 0.31 V3

MX9 0.32 V3

020310A

MX10 0.4 V3

MX100.31 V3

MX100.32 V3

anexo. 6 Pruebas de resultados de las pruebas realizadas para la deteccién de Escherichia coli.

VRB EM CALD MConke Cromocu HIC GRA VRB EM CALD MConke Cromocu HIC GRA
CODIGOS MX A B OEC y I o M CODIGOS MX A B OEC y I o M
010101A 1 - / / / ! ! / 020101B* 1 + + +/+ + + + -
010102B 2 - / / / ! ! / 020102B* 2 + + ++ + + + -
010103B 3 - / / / ! ! / 020103B 3 + - ! / ! ! /
010104B 4 - / / / ! ! / 020104B 4 - ! ! / ! / /
010105B 5 - / / / ! ! / 020105B* 5 + + ++ + + + -
010106B 6 - / / / ! ! / 020106A* 6 + + +/+ + + + -
020107C*
010107B 7 - / / / ! ! / * 7 + + ++ + + + -
010108B 8 - / / / ! ! / 020108C 8 + - +/+ / ! / /
0101098 9 - / / / ! ! / 020109C 9 - ! ! / ! ! /
010110B 10 - / / / ! ! / 020910C 10 - ! ! / ! / /
VRB EM CALD MConke Cromocu HIC GRA VRB EM CALD MConke Cromocu HIC GRA
CODIGOS MX A B OEC y I o] M CODIGOS MX A B OEC y I o M
010201C 1 + - / / / / / 020201B* 1 + + ++ + + + -
010202B* | 2 + + ++ + + + - 020202C 2 - / / / / / /
010203B 3 - / / / / / / 020203B* 3 + + ++ + + + -
010204B 4 + + +/+ + - - / 020204C* 4 + + +/+ + + + -
010205C 5 - / / / / / / 020205C* 5 + + ++ + + + -
010206B 6 + - +/+ / / / / 020206C 6 - / / / / / /
0102072 7 + + ++ + - - / 020207C 7 - ! ! / ! / /
010208B*
* 8 + + +/+ + + + - 020208C 8 - / / / ! / /
010209B*
* 9 + + ++ + + + - 020209C 9 + + +/+ + + + -
010210B*
* 10 + + ++ + + + - 020210C 10 + + +/+ + + + -
M VRB EM CALD MConke Cromocu HIC GRA M VRB EM CALD MConke Cromocu HIC GRA
CODIGOS X A B OEC y I o M CODIGOS X A B OEC y I o M
010301B* | 1 + + ++ + + + - 020301A* 1 + + +/+ + + + -
010302B 2 + + +/+ + - -| / 020302A* 2 + + +/+ + + + -
010303C* | 3 + + ++ + + + - 020303C 3 + + +/+ + + + -
010304A* 4 + + +/+ + + + - 020304C 4 + + +/+ + + + -
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010305A* | 5 + + ++ + + + - 020305C* | s + + ++ + +

010306A* 6 + + +/+ + + + - 020306C* 6 + + +/+ + +

010307B* 020307C*

* 7 + + ++ + + + - * 7 + + +/+ + +

010308B* 020308C*

* 8 + + ++ + + + - * 8 + + +/+ + +

010309B*

* 9 + + ++ + + + - 020309A 9 + - +- - /

010310B*

* 10 | + + ++ + + + - 020310A 10 | + - +- - !
*= MUESTRAS CON ANTIBIOGRAMA DEL ESTUDIO SELLADORES.

*=MUESTRAS CON ANTIBIOGRAMA DE LA GANADERIA COMPLEMENTARIA

anexo. 7 Pruebas de resultados de las pruebas realizadas para la deteccién de Estreptococcus spp.

Mx AS. Catalasa CAMP EIS“CSU Gram Mx AS. Catalasa CAMP Elslfu Gram
010101 A + - - + - 020101 B + - - - -
010102 B + - - + - 020102 B + - - + -
010103 B + - - + - 020103 B + - - + -
010104 + - - + - 020104 B + - - + -
010105 + - - - - 020105 B + + - + +
10106 + - - - - 020106 A + + - - -
10107 + - - + - 20107 + - - - -
10108 + - - - - 20108 + - - + -
10109 + - - + - 20109 + - - - -
10110 + - - + - 020110 + - - + +
Mx AS. Catalasa CAMP Bills Gram Mx AS. Catalasa CAMP Bills Gram
Escu. Escu.
010201 C + + - / - 020201 B + + - / +
010202 B + + - / - 20202 + + - / -
10203 + - - / - 020203 B + - - / -
10204 + - - / - 020204 C + - - / -
010205 C + - - / - 020205 C + + - / +
10206 + - - / - 020206C + + - / +
010207 A + - - / - 20207 + - - / -
10208 + - - / - 020208C + + - / +
10209 + - - / - 20209 + - - / +
10210 + - - / - 20210 + - - / +
Mx AS. Catalasa CAMP Bills Gram Mx AS. Catalasa CAMP Bilis Gram
Escu. Escu.
010301 B + - - - - 020301 + - - - -
010302 B + + - + + 020302 + - - - -
010303 C + + - + + 20303 + - - + -
010304 A + + - + + 20304 + - - + -
010305 A + + - + + 020305 C + + - + +
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010306 A +
10307B +
10308 +
010309B +
103108 +

020306 +
20307 +
20308 +
020309 +
020310 +

anexo. 8 Resultados de antibiogramas Escherichia coli

ANTIBIOTICOS | AMC | CN | ENR | AMP | N | P | ANTIBIOTICOS | AMC | CN | ENR | AMP | N | P
MX E. coli /mm MX E. coli /mm
0102028 22 20 | 28 20 18 | 7 | 020101B 24 23 | 31 22 21 | 10
0101028 24 22 | 31 23 21 | 11 | gp01028 25 o | 2 19 o1 | o
10208 9 24 | 35 6 # 16 | 0201058 26 27 | 12 25 24 | 11
10209 2 18 | 87 |12 11916 | n0106° 18 |23 |19 |14 |21|8
10210 23 20 | 30 19 171 6 | oz0107C 23 24 | 32 22 22 | 10
ANTIBIOTICOS | AMC | CN | ENR | AMP | N | P | ANTIBIOTICOS | AMC | CN | ENR | AMP | N | P
MX E. coli /mm MX E. coli /mm
0103018 226 | 22 | 32 193 | 18 | 6 | 0202018 24 23 | 25 7 15 | 6
010303C 26 23 | 35 6 6 | 6 | 020201B1 18 21 | 40 18 18 |6
010304A 9.1 20 | 33 6 18 | 6 | 02020181 22 22 | 40 20 18 | 6
010305A 215 | 19 | 30 165 | 18 | 6 | 020201B1 18 22 | 41 20 19 | 6
010306A 193 | 18 | 25 6 18 | 6 | 02020181 22 22 | 39 19 18 | 6
010307A 192 | 23 | 28 204 | # | 6 | 0202028 25 24 | 32 19 24 | 9
0103088 137 | 27 | 35 6 # | 6 | 0202038 26 23 | 46 39 24 | 11
0103098 6 19 | 32 6 19 | 6 | 020204C 27 24 | 43 21 22 | 10
01030108 281 | 20 | 34 215 |17 | 6 23 24 | 38 21 21 | 6
020204C1 25 22 | 41 28 23 | 14
020205C 23 20 | 34 19 18 | 10
26 23 | 40 23 20 | 14
020209% 18 20 | 21 10 19 | 6
020210% 23 19 | 33 20 18 | 6
ANTIBIOTICOS | AMC | CN | ENR | AMP | N | P
MX E. coli /mm
0203012 19 23 | 32 23 24 | 6
020301A 1 21 18 | 25 6 19 | 6
020301A 1 22 24 | 34 6 19 | 6
020301A 2 11 22 | 28 6 13 | 6
020301A 3 11 23 | 26 6 18 | 6
0203022 11 23 | 39 13 24 | 6
020302A 1 10 22 | 26 6 24 | 6
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020302A 1 10 23 37 6 24 | 6
020302A 1 10 19 39 6 23 | 6
020302A 1 9 23 37 6 24 | 6
020303** 12 24 32 6 22 | 6
020303** 10 21 27 6 25 | 6
020303** 12 24 28 6 15| 6
020303 1** 9 6 19 6 15| 6
020303** 6 24 20 6 22 | 6
020303** 9 23 15 6 15| 6
020304** 15 18 26 7 8|9
020305C 15 20 26 6 17 |7
020306C 11 24 36 6 26 | 6
020306C 9 20 34 6 22 | 6
020306C 10 25 37 6 23 | 6
020306C 9 22 33 6 22 | 6
020306C 6 22 37 6 19 |6
020307** 15 23 26 6 21 | 6
020307** 10 21 26 13 17 | 6
020307** 13 25 30 12 22 | 6
020307** 13 25 24 14 22 13
020307 1** 24 13 26 15 20 | 11
020307 1** 26 20 29 23 18 | 15
020308** 16 23 6 6 11 | 6
020308** 20 23 6 6 14 | 6
020308** 25 22 6 6 13 |6
020308** 17 21 6 6 1| 6
020308 1** 21 22 6 6 12 | 6
020308 1** 24 22 6 6 14 | 6

anexo. 9 Resultados de antibiograma para Staphylococcus aureus.

Antibiéticos

AMC

CN

ENR

AMP

MX S. Aureus

/mm
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010103B/MX3

29.5 15.5 18.5 19.5 24.8 20
S30.3SR
010104B/  MX4

18.5 13 29 7 14 6
S30.4 SR
0101058/ MX5

31 30 235 29.5 25 27
031SR
010107B/  MX7

41 16 30 25 15 24
0.3 SR
0101098/  MX9

20 22.6 32 14 24 10
031SR
0101098/ MX9

12 12.5 27 16 32 11
032 SR
0101098/ MX9

21 18 30 14 22 6
0.4 SR
010202B/ MX2

37 30 32 28 29 20
0.3SR2
010202B/ MX2

14 24 32 6 22 6
04SR2
010305A/ MX5

29 30.5 34 18.5 24 9
SR30.31
020102B/ MX2

325 32 24.8 32 30.5 25
A20.4V
0201038/ MX3

37.2 29 32 34 30 32
A40.4V
0201058/ MX5

12 22 245 6 24 6
A6032V
020105B  /MX5

28 14 20 14 6 8
A60.4V
020106A/ MX6

34 13 28 21 18 19.5
Y1031V
020106A/MX6

6 6 6 6 6 6
Y1032V
020108C/MX8

40 315 35 34 29 33
031V
020204C/ MX4

32 30 42 24 28.5 6
A5V20.4
020205C/ MX5

22 255 31 21 27 17.5
A6V20.4
020205C/MX5

19.5 24.5 26 6 17 6
A6V20.3
020301A/ MX1

37 34 35 30 39 25
A1V30.32
020301A/ MX1

44 33 37 34 34 33
A1V30.4
0103058/ MX5

29 30.5 34 18.5 24 9
Y1SR30.31
020309A/  MX9

41 28 37 245 29 21
V3A20.32

anexo. 10 Resultados de antibiogramas Estreptococcus spp.

MX S. SPP/ mm AMC CN ENR AMP N Antibiéticos AMC CN ENR AMP N
010302B Mx2 14 22 27 6 6 MX'S. SPP/mm
010303CMx3 17 21 28 6 19 020105B (mx5) 10 25 31 6 23
010304AMx4 SR3 6 17 25 6 20 020110B (mx10) 21 24 6 6 19
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010305AMx5 SR3 7 16 28 6 15
S.PP SVELESA
010306AMx6 SR3 6 19 25 6 19 2
010307Mx7 SR3 6 21 30 12 22 MX'S. SPP/mm AMC CN ENR AMP N
010309Mx9 SR3 6 19 26 6 16 020201B(Mx1) 6 20 28 6 22
010310Mx10 SR3 8 20 29 6 23 020205C(Mx5) 22 19 28 6 19
020206(Mx6) 13 17 28 6 17
020208(Mx8) 20 20 29 20 20
S.PP SVELESA
3
MX S. SPP/mm AMC CN ENR AMP N
020305C(Mx5) 20 23 30 6 20
anexo. 11 Listado de muestras y las diferentes cepas en los aislamientos.
E. coli S. aureus S. spp
Muestra Aislamientos(3 Muestras/Aislamient
Muestras (16) Aislamientos (23)
s (32) 9) os (15)
1 010202B 010202B/MX2 1 010103B 010103B/MX4 S3 0.3 SR 1 010302B
2 010208B 010208B/MX8 2 010104B 010104B/ MX4 S3 0.4 SR 2 010303C
3 0102098 010209B/MX9 3 010105B 010105B/ MX5 0.3 1 SR 3 010304A
4 010210B 010210B/MX10 4 010107B 010107B/ MX7 0.3 SR 4 010305A
5 010301B 010301B/MX1 010109B/ MX9 0.3 1 SR 5 010306A
6 010303C 010303C/MX3 5 010109B 010109B/ MX90.32S.R 6 010307B
7 010304A 010304A/MX4 010109B/ MX9 0.4 SR 7 0103098
8 010305A 010305A/MX5 010202B/ MX2 0.3 SR2 8 010310B
6 010202B
9 010306A 010306A/MX6 010202B/MX2 0.4 SR2 9 020105B
10 010307A 010307A/MX7 7 010305A 010305A/MX5 SR3 0.3 10 0201108
11 010308B 010308B/MX8 8 020102B 020102B/ MX2 A2 0.4 V 11 020201B
12 010309B 010309B/MX9 9 020103B 020103B/ MX3 A4 0.4 V 12 020205C
13 010310B 0103010B/MX10 020105B/ MX5 A6 0.3 2 V 13 020306C
10 020105B
14 020101B 020101B/MX1 020105B /MX5 A6 0.4 V 14 020308C
15 020102B 020102B/MX2 020106A/ MX6 Y1 0.3 1V 15 020305C
11 020106A
16 020105B 020105B/MX5 020106A/MX6 Y1 0.32V
17 020106A 020106A/MX6 12 020108C 020108C/MX8 0.3 1V
18 020107C 020107C/MX7 13 020204C 020204C/ MX4 A5 V2 0.4
020201B/MX1 020205C/ MX5 A6 V2 0.4
19 020201B 14 020205C
020201B/MX1 020205C/MX5 A6 V2 0.3
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20

020203B

020203B/MX3
15

21

020204C

020204C/MX4

020301A

020301A/ MX1 A1V30.32

020301A/ MX1 A1 V3 0.4

22

020205C

020205C/MX5 16

020309A

020309A/ MX9 V3 A2 0.3 2

23

020209C

020209C

24

020210C

020210C

25

020301A

020301A/MX1/0

020301A/1

020301A/2

020301A/3

26

020302A

020302A/MX2/0

020302A/1

27

020303C

020303C

28

020304C

020304C

29

020305C

020305C/MX5

30

020306C

020306C/MX6

31

020307C

020307C/1

020307C/2

32

020308C

020308C

anexo. 12 Listado de cédigos de muestras obtenidas por ganaderia; periodo, muestra; sellador.

SAN RAMON VACA CODIGO | VELESA VACA CODIGO
PRIMER PERIODO PRIMER PERIODO

MX1 Y16566 | 010101A | MX1 Al AIDA 020101B
MX2 N17402 | 010102B | MX2 A2 COLOMBIANA 0201028
MX3 N2 7771 | 010103B | MX3 A4 FRUTITA 0201038
MX4 S36665 | 010104B | MX4 A5 HAPPY 0201048
MX5 S17732 | 010105B | MX5 A6 MAJO 0201058
MX6 S27514 | 010106B | MX6 Y1 GUARA 020106A
MX7 S77580 | 010107B | MX7 S1 020107C
MX8 S45937 | 0101088 | MX8 s2 020108C
MX9 S57871 | 010109B | MX9 S3 020109C
MX10 S6 6205 | 010110B | MX10 S4 020110C
SEGUNDO PERIODO SEGUNDO PERIODO

MX1 N17710 | 010201C | MX1 N1 LICHA 020201B
MX2 Y17733 | 010202B | MX2 S1 PANAMA 020202C
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MX3 S1 010203B MX3 N2 JEMIMA 020203B
MX4 S2 010204B MX4 Al MARIANA 020204C
MX5 N2 7381 | 010205C MX5 A2 NORY 020205C
MX6 S4 010206B MX6 S2 SANDIA 020206C
MX7 A4 6124 | 010207A MX7 S3 ELSITA 020207C
MX8 S5 010208B MX8 S4 GALANA 020208C
MX9 S3 010209B MX9 S5 CAPULINA 020209C
MX10 S6 010210B MX10 S6 AMADA 020210C
TERCER PERIODO TERCER PERIODO
MX1 A 7187 010301B MX1 N1 DELANCI 020301A
MX2 A 5482 010302B MX2 N3 BLER 020302A
MX3 Y 6566 010303C MX3 S2 BRASILEIRA 020303C
MX4 V 7278 010304A MX4 S4 RAPUNZEL 020304C
MX5 V 6980 010305A MX5 Al PENA 020305C
MX6 V 7389 010306A MX6 A2 DINORA 020306C
MX7 S1 010307B MX7 S1 JEMIMA 020307C
MX8 S2 010308B MX8 S3 PERLA 020308C
MX9 S3 010309B MX9 N2 PELADA 020309A
MX10 S4 010310B MX10 N4 BARILOCHE 020310A
GANADERIAS= 01: SAN RAMON; 02: VELESA. PERIODOS= 01 -02- 03 MUESTRAS= 01;02;03;04;05;06;07;08;09;10
SELLADORES= A= TENSOLAC B=|0-SHIELD C= SCUD.
anexo. 13 Muestras dentro del experimento y fuera del experimento.
San Ramon Velesa
Con cinta/controlada Sin cinta/no controladas Con cinta | Sin cinta
ler Periodo | 3 7 ler Periodo 6 4
lo 2 lo 5
T 1 T 1
S 0 S 0
2do Periodo | 4 6 2do Periodo 4 6
lo 1 lo 2
T 1 T 0
S 2 S 2
3er Periodo | 6 4 3er Periodo 6 4
lo 2 lo 0
T 3 T 4
S 1 S 2
anexo. 14 Muestras positivas a cmt separadas por sellador.
S.
Ramon. Velesa
ler P. 2do P. 3er P. TOTAL | lerP. 2do P. 3er P. TOTAL
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6149atb 4026atb | 5482 Aida* Gemima*
6906atb 5808atb | 6291 Colombiana* | Licha*
7402 7511 6602 Frutita*
lo 7771 7733 6815 15 Gracia
7187 Happy*
7250 Majo*
7341
6124 6980atb Bariloche*
6677 6625 Bler*
T 6566 7278 7 Guara* Delancy*
7389 Juguetona
Pelada*
6904atb | 6566 Armida Nory* Dinora
S 7412atb 7710 7511 7 Galana Mariana* | Pefia
7381 7725
TOTAL | 6 9 14 9 4 8

anexo. 15 Microorganismos encontrados por muestra.

Muestra/ Bacteria

Escherichia coli

Staphylococcus COA -

Staphylococcus aureus

Streptococcus spp

010101A

0101028

010103B

0101048

0101058

0101068

0101078

0101098

0101108

010201C

0102028

010203B

0102048

010205C

0102068

0102072

0102088

0102098

0102108

010301B

0103028
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010303C X X
0103042 X X
010305A X X X X
010306A X X X
010307B X X X
010308B X
010309B X X
010310B X X
020101B X X
020102B X X
020103B X
020104B
020105B X X X X
020106A X X
020107C X
020108C X X
020110C X
020201B X X X
020203B X
020202C X
020204C X X X
020205C X X X
020206C X
020208C X
020209C X
020210C X
020301A X X X
020302A X X
020303C X
020304C X
020305C X X X
020306C X X
020307C X
020308C X
020309A X X
020310A X

32 17 16 15

anexo. 16 Combinaciones de agente etioldgico por muestra

COMBINACIONES DE AGENTE ETIOLOGICO POR MUESTRA No de MX
S.SPP +S. AUREUS 3
S. AUREUS 3
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S. SPP

E. COLI

E. COLI +S. SPP

E. COLI +S. SPP +S. AUREUS

m

. COLI +S. AUREUS

E. COLI + ST. SPP

ST. SPP

E. COLI +S. SPP + ST. SPP

Nl N[ O] O Wl 1| | N

E. COLI +S. SPP +S. AUREUS + ST. SPP

E. COLI +S. AUREUS + ST. SPP

41
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