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RESUMEN

COMPARACION DE DOS MUESTREOS Y DE LA INCUBACION DE 1A LECHE SOBRE IA
PRECISION EN EL AISLAMIENTO BACTERIOCLOGICO.

Debido a la divergencia de opiniones en cuanto hacer uno o dos muestre
os y la conveniencia de incubar o no las muestras de leche previo sem-
brado para el diagn6stico bacteriol6gico de la mastitis, se realizé el
presente trabajo . Se tmaron muestras estériles de 38 vacas en dos --
dias consecutivos. Ias miestras que se tamaron fueron muestras compues
tas { por vaca ) y muestras individuales ( por cada gléndula mamaria o
cuarto ). Las muestras se transportaron en refrigeracifn al laborato—-
-rio y se dejaron a 4°C para sewwrarse al dia siguiente en~ agar sangre
e incubarse durante cuatro horas para hacer la resiambra nuevamente.Se
hizo el andlisis bacteriolbSgico y se les aplich también el conteo de -
células sandticas por microscopia directa, Los resultados cbtenidos fue
roa los siguientes:

El porcentaje de cuartos individuales que resultaron no infectados en
muestras incubadas y no incubadas fueron de 34.2% y 28.9%, respectiva
mente; en muestras carmpuestas incubadas, el porcentaje de no infecta-
das fue de 31.6% y en no incubadas de 42.1%. ‘

Los porcentajes en muestras con infeccifn para cuartos individuales -
sin incubar e incubadas fue respectivamente de 65.7% y 71%; en mues—-
tras campuestas los porcentajes de infeccifn en muestras sin incubar

es de 57.8%, de un 68.4% en incubadas.

Por los mencionados resultados se puede concluir que las muestras de



leche se deben incubar previamente ya que en el andlisis bacteriolégico
se: puede notar la mayor recuperacifn de microorganismos que no son Strep-
tococcus y que estan afectando la glindula mamaria .

En el caso del aislamiento de Streptococcus agalactiae no hubo diferen—

cias entre el tipo y nfinero de muestras analizadas. La incubacifn antes
de la siembra no tuvo tampoco ningtin efecto sobre el aislamiento y por -
lo tanto, en este caso, es confiable 'su diagnbstico en base al aislamien

to ‘de una muestra campuesta y recien tamada o fresca.



COMPARACION DE DOS MUESTREOS Y DE LA INCURACION DE LA LECHE SOBRE LA

PRECISION EN FL ATSLAMIENTO BACTERTOLOGICO.
INTRODUCCICN

La industria lechera en MExico ha venido padeciendo, a lo largo de su
desarrollo histfSrico, un gran nfmero de problemas producto de su defi
ciente organizacién, lo cual ha provocado su escaso desarrollo y una
inadecuada- vinculacién con respecto a las necesidades reales del pais.
El Plan Nacicnal de Desarrollo 1983 - 1988, ( 8 ) atendiendo a esta -
problematica establece en el punto 7.3.4.2. que el aumento de la pro-
ductividad y la modernizacifn de la produccifn pecuaria serd impulsa-
da, entre otras accicnes, mediante las campafias zoosanitarias y de --
interés epidemiolégico.

Uno de los problemas mis impertantes que enfrenta esta industria, es
la presencia de mastitis en los hatos lecheros, la cual es causante -
de cuantiosas pérdidas econfmicas calculadas en siete mil millones de
pesos anuales, ( 8 ) (12).

Dado el contexto anteriormente descrito se justifica la relacifn de -
estudios tendientes a la resoclucitn de las dificultades que agobian a
esta industria.

El objetivo del presente trabajo es, determinar cual de los métodos -
bacteriol6gicos utilizados en el pasado reciente, es el mis eficaz pa
ra detectar los agentes etiolégicos que provocan infecciones en la --
glandula manaria de los hatos lecheros .Se ha encontrado que estas in

fecciones tienen su origen cuando los microorganismos ( virus, mico—



plasmas y bacterias preferentemente), invaden esta glindula.Otro posi-
ble origen es, el mal uso o uso indiscriminado de antibibticos que han
proporcionado la aparicifn de diversos agentes patfgenos al crearse re
sistencia de éstos. Estos agentes son causantes de alteraciones patold
xcas del tejido glandular y modificaciones fisico - quimicas de la le
che ( cambios en el color de la misma, presencia de grumos y un gran -
nfmero de leucocitos ). 2 lasg manifc;staciones anteriormente descritas
se les conoce con el nanbre de mastitis o inflamaci6n de la gléndula -
mamaria.
Para evitar o disminuir las pérdidas econfmicas provocadas por la mas-
titis, es necesario hacer un diagn@stico eficaz y oportuno de la mis-
ma, sobre todo cuando est;.a se presenta en forma subclinica para lo cual
es recamendable aplicar pruebas camo la de California, Wisconsin y con
teo de cflulas samdticas en la leche { 10 ).
Una herramienta Gtil para determinar el estado de salud de la gldndula
mamaria es el diagnbstico basado en el aislamiento de microorganismos,
el cual debe efectuarse lo mis asfpticamente posible ( yé que las posi
bilidades de contaminacifn con microorganismos ambientales son muy ~-
grandes ) .Esto es especialmente importante cuando el nfimero de animales
que se va a muestrear es elevado.
En la actualidad &istm controversiasen los criterios que deben seguir
se para determinar cuando una glindula mamaria esta infectada. Estas —
divergencias se manifiestan tanto en los procedimientos de muestreo co-
mo en el diagnfstico bactericlégico.
Por un lado algunos autores sugieren que el andlisis bacteriolégico de

una sola muestra de leche, es suficiente para establecer el estado in—-



fectivo de la gléndula ( 5 ), mientras que otros opinan que el aisla
miento de la misma bacteria en dos muestreos consecutivos es indis--
paasable para considerar una glindula mamaria infectada (9 ) (4).
En relacién al diagnfstico bacteriol&gico, existen también diferentes
opiniones. El procedimiento basado en el anfilisis de una sola muestra
de leche obtenida de los cuatro cuartos ( 6 ), se contra pone con el
andlisis que se efectfia cbteniendo muestras individuales de cada glan
dula. Los autores que siguien el muestreo individual plantean que, la
posibilidad de contaminar la leche es mayor cuando se tcma una sola -
muestra de los cuatro cuartos, o por lo contrario, que le nfimero de -
bacterias infectantes sea tan bajo que la leche proveniente de la --
gldndula infectada, al mezclarse con la de los otros tres cuartos, se
diluird, disminuyendo la posibilidad de detectar a las bacterias ( 1 ).
Existen tambien diferentes opinicnes en cuanto a la conveniencia de -
insubar o no las muestras de leche antes de sembrarlas . Algunos auto
reo opinan que las muestras de leche deben conservarse frias o sembraé
se en un plazo miximo de 24 hrs. despues de haberlas cbtenido (1) ( 3).
Otros suguieren que incubando las muestras a 37°C durante cierto tiem-
po antes de sembrarse es lo mis conveniente, ya que esto permite el —
crecimiento de las bacterias incrementando las posibilidades de ser i-
dentificadas ( 10 }.

Por lo antes mecionado se concluye que existen diversas opiniones en -
cuanto a cual es la metodologfa més adecuada para efectuar el diagnSsti
co bacteriolégico de la mastitis, lo cual nos lleva a plantear las si——

guientes hipStesis:



E. diagnBstico bacteriolégico es igual cuando:

1 Se tama una muestra campuesta de las cuatro glindulas mamarias.

2] Se toma una muestra individual de cada cuarto de la gléndula mamaria.
3, Se incuba o no se incuba la muestra.

4) Una o dos muestras de la misma leche son necesarias para el diagnSsti
co. .

Para efectuar un diagnfstico veraz y aplicar un método de control adecua
do contra los agentes infecciosos, es condicién indispensable determinar

cual de los métodos bacteriol&gicos descritos anteriormente es el mejor.



OBJETIVO GENERAL

Determinar cGal de los métodos bacteriolSgicos descritos

es el m&s eficaz para detectar los agentes etiolégicos -

que provocan infecciones de las glidndulas mamarias en los

hatos lecheros=

a)

b)

c)

d)

e)

£)

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

Identificar el organismo infectivo en un muestreo de
leche obtenido de las cuatro glandulas mamarias (un
solo muestreo compuesto). -

Identificar el mismo organismo en dos muestreos de -
leche de las cuatro gldndulas mamarias (dos muestreos
uno cada dfa).

Identificar el mismo organismo infectivo en un mues-
treo de leche obtenido individualmente de cada gléan-
dula mamaria (una sola muestra individual).
Identificar el mismo organismo en dos muestreos de -
la leche obtenidos individualmente de cada gléndula
mamaria (dos muestreos individuales, uno cada dia).
Comparar la identificacién de bacterias en muestras
de leche no incubadas e incubadas a 37°C durante cua
tro horas previo sembrado.

Relacionar el contenido celular somidtico de las le-
ches con el estado infectivo basado en los criterios

arriba mencionados.



MATERIAL Y METODOS

Lugar de Muestreo:

Trexcoco Edo. de M&xico y Tula Edo. de Hidalgo.

Tamano de la Muestra:

]

176 vacas de dos hatos lecheros.

Procedimiento de Muestreo:

Las muestras de leche fueron tomadas en la ordefia vesper
tina. La ubre fue enjuagada y secada perfectamente. El1 -
meato del pez6n se desinfectd con una torunda de algodén
mojado con alcohol al 70%.

El orden y el tomado de las muestras fue de acuerdo a las
normas recomendadas por el National Mastitis Counecil (1).
Se obtuvieron los primeros chorros de leche en tubos esté
riles con tapdn de rosca y colocados en cajas térmicas -
de poliuretano conteniendo hielo. Inmediatamente después
de la ordefa fueron transportadas al laboratorio y coloca
das a 4°C en el refrigerador hasta el momento de su an§
lisis al dfa siguiente.

Se obtuvieron muestras individuales de leche de cada cuar
to asf como también una muestra compuesta de los cuatro
cuartos.

se realizaron dos muestreos en dos dias consecutivos,



Andlisis Bacteriol6gico:

Las muestras de leche fueron sacadas del refrigerador y
sembradas en agar sangre inmediatamente; las muestras -
fueron incubadas a 37°C durante 4 horas y resembradas -
nuevamente. Los criterios para considerar una vaca infec
tadas fueron los establecidos en los objetivos.

La identificaci6n del g&nero y especie de las bacterias
serd de acuerdo a los procedimientos establecidos por el
National Mastitis Council (1), adaptados en el laborato-
rio de mastitis del Instituto Nacional de Investigaciones

Pecuarias (2).

Coateo Celular Som&tico:
A todas las muestras de leche se les realiz6 un conteo -

celular somdtico directo por medio de la tincidn de Broad

hurst (2)

Andlisis Estadfstico:

El anilisis se hizo siguiendo un modelo de efectos fijos,
donde los pardmetros analizados fueron: incubacién, ubre
y lnuestreo y las dobles y triple interaccién entre ellos
sobre la respuesta de infeceién (si, no).

Los resuléados fueron soﬁetidos a la prueba de varianza
(11).

El nfimero de c&lulas som&ticas fueron transformadas a -
logarffmo natural y se hicieron correlaciones entre es-

tado infectivo de la gldndula mamaria y nGmero absoluto



dex cBlulas somdticas as{ cavo tambifn con su logarftmo natural.
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RESULTADOS

En el cuadro I se presentan el porcentaje de infeccibn -
basado en uno y dos muestreos de leches sin incubar toman
do tanto cuartos individuales como muestras compuestas

(de los cuatro cuartos).

Las muestras de leche fresca no infectadas representaron
el 44.07% en cuartos individuales, y el 28.94% de muestras
compuestas.

Con el mismo criterio los microorganismos que se aislaron

con mayor frecuencia fueron: Corynebacterium bovis en un

30.92% para muestras individuales, en muestras compuestas

21.05%; Streptococcus agalactiae obtuvo en muestras indi

viduales el 16.44% y en muestras compuestas el 31.57%. -
Se logrd también el aislamiento de otras bacterias pero

en menos proporcién como son: Staphylococcus spp, Bacillus

spp, Gram (-}, Microccus _ﬂ,y Levaduras.

Al considerar un segundo muestreo, los resultados bacte-
riolBgicos posteriores a la primera toma de muestras se

les dio el mismo criterio anterior para los resultados -
obtenidos, en donde la no infeccién de cuartos individug
les fue de 59.21%, en muestras compuestas fue de 42.10%;
lo que en ambos casos nos representa mds de un 10% de di
ferencia con respecto al porcentaje de un muestreo.

En dos muestreos también se puede observar la disminucién

en el porcentaje de bacterias como son: streptococcus -
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acalactiae, Corynebacterium bovis, Staphylococcus spp y

Micrococcus spp, tanto en muestras individuales como en -

muestras compuestas.

Er. el cuadro II se asienta el porcentaje de infecci6n -
basado en uno y dos muestreos de leches las cuales, fue-
rcn incubadas durante 4 hrs posteriores a la primera siem
bra. Al igual que en el caso de muestras frescas, se pre
sentan los resultadoé por cuartos individuales y por -
muestras compuestas.

En este cuadro se toma el mismo criterio que el cuadro I,
En cuartos individuales se obtuvo un 32.23% de muestras
negativas al an4lisis bacteriol6gico (no infeccifn) y --
un 10.52% en el casoc de muestras compuestas.

Los cuartos con infecci6n o con aislamiento de g&rmenes

se tuvo que, para cuartos individuales con Corynebacterium

bovis es de 33.55%,en muestras compuestas de 26.31%; -~

Streptococcus agalactiae con 16.44% en muestras individua

les y 31.57% en muestras compuestas, en menor porcentaje

tenemos las siguientes bacterias: Staphylococcus spp, -

Corynebacterium spp, Micrococcus spp, Bacillus spp, Gram

(=), Lactobacillus spp y Levaduras.

Con respecto a dos muestreos incubando durante 4 hrs te-
nemos que en las muestras donde no hubo aislamiento de gér
menes se dio un 50.65% en muestras individuales y el --
31.57% en muestras éompuestas y se alcanzé un aumento -~

muy considerable en los porcentajes de uno y dos muestreos,
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En las muestras con microorganismos tenemos que entre el primero y el
sogundo muestreo no hubo un cambio muy considerable en los porcentajes
de las bacterias aisladas, pero si se nota un disminucifn en la varie-

dud de gémenes aislados ya que solo tenemos Streptococcus agalactiae,

Staphylococcus spp,Corynebacterium spp , Micrococcus spp y Lactobaci-
llus spp. '




CUADKU 1L.- PORCENTAJUE DE INFLCCION BASADO EN DIFERENTES CRITERIQOS*
MUESTRAS SIN INCUBAR
UN  MUESTREO DOS  MUESTREOS
C I M

ESTADO INFECTIVO " Y 3 & N —L- i &
NO INFECCION 67 44,07 | 11 28.94 | 90 .| 59.21 !16 [J42.10
Streptococcus agalactiae 25 16.44 | 12 31.57 | 19 12.50 |11 |28.94
Staphylococcus spp 6 3.94 4 10.52 4 2.63 2 5.26
Corynebacterium bovis 47 30.92 8 21.05 | 39 25.65 g [21.05
Micrococcus spp 3 1.97 2 5.26 | -- - 1 2.63
Bacillus spp 1 0.65] 1 2.63 | -- S -
G- 1 0.65] == | == - - - -
Levaduras 2 L.31f -- == - == - -
TOTAL 152 99,95 | 38 99.97 | 152 99.99 |38 [99.98
* UNO Y DOS MUESTREOS SIN INCUBAR

Cuadro individual =
Muestra compuesta = muestra de las cuatro gléndulas.

muestra de cada gl&ndula mamaria, _ para los demés cuadros.

- ¥T -



CUADRO II.- PORCENTAJE DE INFECCION BASADQ EN DIFERENTES CRITERIQS*
MUESTRAS INCUBADAS P OR 4 HRS.
UN MUESTREQ DOS MUESTREQS
Cc. 1 M. _C. C. I, Mo C.
NO INFECCION 49 32.23 4 10.52 77 50.65 12 31.57
Streptococcus agalactiae 25 16.44 12 31.57 23 15.13 11 28,94
Staphylococcus spp 10 6.57 4 10.52 4 2.63 2 5.26
Corynebacterium bovis 51 33.55 10 26,31 46 30.26 11 28.94
Corynebacterium spp 1 0.65 =-- - - - -— -~
Micrococcus spp 6 3.94 2 5.26 -- el 1 2,63
Bacillus spp 1 0.65 1 2.63 ~-- -—— - -
G~ 8 5.26 4 10.52 2 1.31 - -—-
Lactobacillus spp - - 1 2,63 -- -—- 1 2,63
Levadura 1 0.65 -- ——— -~ - - -
TOTAL 152 99.94 38 99,96 | 152 99.98 38 99.97
* UNO Y DOS Z~’1UES'I‘BE_QS INCUBANDO POR 4 HRS.
: |

~ 61
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El cuadro III nos presenta el promedio de células somiticas
Y 21 logarftmo (Le) en leches frescas (sin incubar)en uno y
dos muestreos de cuartos individuales y muestras compuestas.
Tomando el mismo juicio comc en los cuadros anteriores tene
mos en un muestreo los porcentajes de cé&lulas somdticas en
los cuartos individuales, en no infeccidn alcazaron un pro
medio de 723,076 cé&lulas y un {(Le) de 9.77, en muestras -
compuestas nos dan 109,913 células som&ticas y un logarft-
mo de 11.02,

En las muestras con aislamiento bacteriano nos dieron los
siguientes resultados: En cuartos individuales con Strep-

tococcus agalactiae se obtuvo un X de 25,910,327 células

somdticas logrando un (Le) de 15.92, en muestras compuestas
el X de cé&lulas somaticas es de 19,538,899 v un (Le) de -

15.84; Corynebacterium bovis tiene un X de células somiti-

cas en cuartos individuales de 432,527 células y un (Le)
de 11.53, en muestras compuestas el X de éélulas somiticas
fue de 189,506 y un (Le) de 10.17.

Las bacterias no pat6genas como son Staphylococcus spp, Hi-

crococcus sop, Bacillus spp, Gram (~) vy Levaduras los X de
cé.ulas somdticas y (Le) estuvieron por abajo del promedio
de las 300,000 células somdticas al igqual que sus (Le) con
2xcepcibn de una muestra compuesta en donde Bacillus spp,
alcanzé un X células de 7,130,364 y un (Le) de 15.77.
Considerando dos muestreos se tiene que las muestras negati

vas mantienen un X de c8lulas somdticas en muestras indivi
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duales de 1,911,462 células y un (Le) de 10.53; en muestras
compuestas el X de células somfticas es de 539,232 y un (Le)
de 10.65; y se nota que en uno y dos muestreos no hubo dife
rencia representativa en el X de c&lulas somiticas y de su
(Le).

En las muestras positivas fue ql mismo caso anterior y no
aumentan o disminuyen los X de células y sus logaritmos.

Se tiene que Streptococcus .agalactiae conserva un X de célu

las somdticas de 26,618;021 y un (Le) de 15.72 en cuartos
individuales; en muestras compuestas el X de células somé-

ticas es de 21,144,373 y un (Le) de 15.96 Corynebacterium

bovis su X de c€lulas somiticas es de 280,934 y su (Le) -~
de 11.43 en muestras individuales, en muestras compuestas
el X de células somiticas es de 374,343 y un (Le) de 11.97
las demis bacterias aisladas alcanzan promedios de cé&lulas
no tan significativos como los anteriores y son Staphyloco-
ccus §EE y Micrococcus spp.

En uno de los muestreos se puede notar la disminucibn de -

bacterias recuperadas en el segundo muestreo.

Cuadro IV. En el se anota los promedios de células somdti-
cas y su (Le) de leches incubadas durante 4 hrs en uno y

dos muestras de cuartos individuales y muestras compuestas.
El criterio a sequir es igual que el cuadro III, y se tie-
ne entonces que en muestras individuales en un solo muestreo

sin infeccibn o aislamiento bacteriano nos da un X de célu
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las somdticas de 946,749 y un (Le) de 9.50; en muestras com
puestas se tiene un X de células somiticas de 37,201 y un
(Le) de 10.47; para las muestras que presentan infeccién -

en cuartos individuales se observa que Streptococcus agalac-

tiae obtuvo un X de células somiticas de 22,960,588 v su -
(Le) fue de 15.73, en muestras compuestas el X es de -
19,538,899 de células somdticas y un (Le) de 15.83; para -

Corynebacterium bovis en muestras individuales se obtuvo un

X de células somdticas de 1,854,765 y un (Le) de 11.71, en
muestras compuestas tenemos un X de células somiticas de -
158,107 y un (Le) de 10.60; con respecto a las otras bacte
rias se tiene que los promedios de células somticas es me
nor de las 250,000 células a excepcibn de Bacillus spp que
en muestras compuestas como en el cuadro III alcanzb los
mismos valores.

En dos muestreos se manifiesta que para los casos de leches
con no infeccién los X ge células somiticas est&n mis ele
vadas que los de un muestreo, dando un segundo muestreo los
X siguientes: En muestras individuales el promedio de célu
las es de 1,760,333 vy su (Le) es de 10.30, en muestras com
puestas tenemos un X de células somiticas de 666,275 y un
(Le) de 10.34; también cabe resaltar qué si el promedio -
de células se vié aumentado, su logarftmos se mantuvieron
con los resultados esperados.'

En uno y dos muestreos se observa que tanto los promedios

de células somiticas y sus logaritmos se encuentran sin un
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cambio elevado o disminuido y se tiene que Streptococcus agalactiae ~-

conserva un X de cflulas samiticas de 21,372,839 v un (Le) de 15.62 en
miestras individuales, en muestras compuestas tenemos un promedio de -

c&lulas de 21,144,373 y un (Le) de 15.96; para Corynebacterium bovis -

en muestras individuales el pramedios es de 1,995,715 células somiticas
y un (Le) de 11.41; en rmestras campuestas se tiene un pramedio de c&-
lulas samiticas de 328,051 y un (Le) de 12.02; las otras bacterias so-
lo se mencionarén ya que sus pramedios de células y sus logarfitmos no
son tan importantes camo los anteriores y las bacterias que se aisla--

ron son Staphylococcus spp, Micrococcus spp v Lactobacillus spp.




CUADRO III.- PROMEDIO DE CELULAS SOMATICAS RELACIONANDQ LA INFECCION EN

CUARTOS INDIVIBUALES Y

HUESTRAS COMPUESTAS.

MUESTRAS SIN INCUBAR
UN  MUESTREO DOS  MUESTREOS

. . _C I 1 C C I M C
LSTADO INFECTIVO X cels.saml Te ¥ cels. san {a X cels.som le_ X cels.som le
NO INFECCION 723,076 9.77 19,913 1t.02( 1,911,462 10.53 539,232 { 10.65
Streptococcus agalactiae 25,910,327 15.92] 19,538,899 15.84 | 26,618,021 | 15.72| 21,144,373 | 15.94
Staphylococcus spp 350,317 12,23 199,939} 12.06 455,7221 12.43 190,659 | 11.9¢
Corynebacterium bovis 432,5271 11.53 189,506 | 10.17 240,934 1 11.43 374,343 11.97
Hicrococcus spp 86,8031 10.77 79,053 10.83 - | --- 288,314 | 12.57
Bacillus spp 55,802 10.92( 7,130,364 15.77 --- --- -— - - =
G - 0 0 - - - _—— - - — - - — - - [U—
Tevadura 162,758 11.77 R R E e B
X cels. som. = Promedio de células samdticas ( Iqual para los demds cuadros ).

Le = Logaritmo natural (

Iqual para los demis cuadros ).

o -



CUADRO TV.- PROMEDLIO pLE CLLLLAS SOMAYNICAS RELACLONAWNDO LA IWNFECCION DE
MUESTRAS COMPULSTAS Y CUARTOS INDIVIDUALES.

MUDSTRAS ITHNCUBADAS POR 4 hrs.
Ud MUESTREO DOS MUESTREQOS
C. 1. oL C. C. I. M. C.
ESTADO INFECTIVO % cels.Somd Le  |X cols.som. | le  |X cels.som. | Le X cels. som| 1e
NO INFLECCION 946,749 9.30 37,2011 10.47 1,760,333 10.30 666,275 10. 34
Streptococcus agalactiae [22,960,5881 15.73] 19,538,999 | 15.83| 21,372,839 | 15.62 21,144,373 15.96
Staphylococcus spp 245,532} 11.77 181,358 11.85 455,722 12.43 190,653 11.96
Corynebacterium bovis. 1,854,7651] 11.71 158,107 | 10.60{ 1,995,715]| 11.41 328,051 1 12.02
Corynebacterium spp 37,2011 10.52 - - - --- - - - - - - - - - - -
Ficrococcus spp 158,1071 10.85 223,206 12.23 --- - -~ 188,314 12.57
Bacillus spp 55,8021 10.92| 7,130,364 15.77 - - - - - - - - - -
G~ 41,8513 8.03 90,679 | 10.73 18,6001 5.26 - - - - - -
Lactobacillus spp - - - - .- 18,600 | 9.33 -= - -—- 18,600] 9.83
Levadura 260,413 12.47 - - - - - - - - - - - --

- 1



En el cuadro V se describe el porcentaje de infeccifn y no infeccibn
de: uno y dos muestreos individuales y campuestos sin incubar.

Los porcentajes en los anflisis bacteriolégicos de muestras negati--
vis fueron para un muestreo del 21,05% v de un 34.21%, en dos mues—
treos. En estos resultados nuevamente encontramos que al considerar
dos muestras consecutivas aumento el 10% de muestras neqativas.

En la misma proporcitn disnjnwé el vorcentaie de infeccién del -
65.78% al 78.94%.

Para las muestras. commecstas se tiene un aumento también del 10% -
dando valores porcentuales en un muestreo del 28.94% vy de 42.70% en
dos muestreos sin aislamiento de gérmenes.

En un nmuestreo con aislamiento bacteriano ge dio el 71.05% de infec-
ci6n y en dos muestreos el 57.89%.

Aqui el 10% awentt en un muestreo v digminuyd en un sequndo nuestre

o con aislamiento bacteriano.

Cuadro VI.- En &l se anota el porcentaje de infeccién y no infeccibn

de muestras por cuarto y nuestras campuestas en uno y dos muestreos
incubados durante 4 horas.

Ea la; muestras individuales se tiene que un muestreo sin aislamien-

to bacteriano obtuvo un prcmedio del 7.89% y en dos ruestreos alcan-
z0 mis del 20% de muestras sin aislamiento.

Ea cuartos con infeccifn 6 aislamiento de gérmenes tenemos para uno

y dos muestreos el 92.10% y 71.05%, en donde un muestreo tiene mis -
21 20% de infeccién con respecto a un sequndo muestreo.

En las muestras campuestas se obtuvo el 10.52% en un muestreo sin —
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aislamiento y en dos muestreos el 31.57%; aquf camo en le caso anterior
se tiene mds del 20% de muestras sin infeccién en dos muestreos.

Igual sucede en casos con aislamiento bacteriano, solo que la diferen
cia porcentual estf en un muestreo y los porcentaijes en uno y dos mues

treos fueron para cada uno de los casos del 89.47% y del 68.42%.



CUADRO V.- PORCENTAJE DI NQ INFECCION E INFECCION EN MUESTRAS POR CUARTOS

Y MUESTRAS COMPUESTAS
MUESTRAS S IN INCUBAR
MUESTRA  INDIVIDUAL MUESTRA COMPUESTA

1 muestra 2 muestras | 1 muestra 2 muestras
ESTADO INFECTIVO # %, ¥ 5 ¥ % i %
NO INFECCION 8 21.057] 13 34,21 11 28.94 16 42.10
INFECCION 30 78.94 1 25 65.78 27 7L.05 22 57.89
TOTAL 33 99,99 | 3B 99.99 38 99.99 38 99,99

= ¥



CUADRO VI.- PORCENTAJE DE NO INFECCION E INFECCION EN MUESTRAS POR CUARTOS
Y MUESTRAS COMPUESTAS,

MUESTRAS INCUBADAS P OR 4 HRS.

MUESTRA INDIVIDUAL MUESTRA COMPUESTA
1 muestra 2 muestras 1 muestra 2 muestras
ESTADO INFECTIVO # % e % F % # %
NO INFECCION 3 7.89 11 28.94 4 10.52 12 31.57
INFECCION 35 92.10 27 71.05 34 89.47 26 68.42
TOTAL 38 99,99 38 99.99 38 99,99 38 99,99
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En el cuadro VII se menciona el porcentaje de infeccifn en un muestreo
cumparando muestras sin incubar e incubadas durante 4 horas.

Los porcentajes que se dan en muestras sin ningGn aislamiento bacteria
no en cuartos individvales sin incubar es del 44.07% ¥y en muestras cam
puestas del 28.94%. En el caso de muestras incubadas ténenos que en -
muestras individuales hay el 32.23% y en muestras émpuestas el 10.52%.
Tanto en cuartos individuales camo en mestras campuestas sin incubar
se observa respectivamente, un 10 y 15% de aumento en relacifn con las
muestras incubadas.

Dxnde se logrd el aislamiento de microorganismes en la leche se tiene

que los gérmenes mis representativos son: Streptococcus agalactiae con

~e. 16.44% en cuartos individuales sin incubar, 31.57% en muestras can
piestas sin incubar; en muestras individuales incubadas se tiene el -
16.44% y en muestras campuestas incubadas del 31.57%. Se puede notar

cque tanto en muestras incubadas y sin incubar se cbtuvo el mismo por-

centaje de infeccidn. Para Corynebacterium bovis en muestras sin incu

bar se tiene el 30.92% en muestras individuales y el 21.05% en muestras
campuestas, en muestras incubadas el porcentaje para cuartos individua
les es del 33.55% y en muestras campuestas del 26,31% , caw en el ca
so anterior no hay un cambio representativo en los porcentajes de in-
feccibn.

Con los otros microorganismos no tan representativos camo los anterio
res se puede decir que se aislaron con iquales porcentajes tanto en -

maestras incubadas como sin incubar.

El cuadro VIII presenta el porcentaje de infeccifn en dos muestreos -
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camparando muestras sin incubar e incubadas durante 4 horas para las
muestras con aislamiento bacteriano se tienen los siquientes datos ~-
en cuartos individuales sin incubar el 59.21%, en muestras compuestas
sin incubar el 42.10%. En las muestras individuales incubadas tenemos
el 50.65% y en muestras campuestas el 31.57%.

Hay un aumento del 8 y 10% de no aislamientos en muestras sin incubar
en relacifn a las muestras incubadas.

Los pat6genos aislados son Streptococcus agalactiae que tiene en nues

tras individuales sin incubar e incubadas el 12.50% en el primer caso
y 1 15.13% para el sequndo ( incubadas }; en muestras campuestas sin
incubar tenemos el 28.94% en las dos situaciones.

Para Streptococcus agalactiae hubo miy poca diferencia en cuartos in

dividuales incubadas en comparacifn con las no incubadas que fue de
un 2.5% aproximadamente de aumento para las muestras incubadas. Cory-

nepactrium bovis en las muestras individuales sin incubar tiene el -=-

25.65% y en muestras carmpuestas el 21.05%; en muestras individuales -
incubadas se tiene el 30.25% y en ruestras compuestas el 28,94%. Aqui
solo hubo un aumento en las nuestras incubadas del 4 y 73.

Las otras bacterias aisladas alcanzaron porcentajes que van del 2% al

5% tanto en muestras incubadas cawo sin incubar.



CUADRQ VII.- PORCIENTO DE INFECCION EN UN MUESTREO COMPARANDO MUESTRAS SIN
INCUBAR L[ INCUBADAS.

MUESTRA SIN INCUBAR

MUESTRAS INCUBADAS POR 4 HRS.

MUESTREOS

UN MULESTREO pOS
. I M. C. I. M. C.

ESTADC INFECTIVO i o ¥ 5 3 v T T
NO INFECCION 67 44,07 11 28.94 49 32,23 4 10.52
Streptococcus agalactiae 25 16. 44 12 31.57 5 16.44 12 31.57
Staphylococcus spp 6 3.94 4 10.52| 10 6.57 4 10.52
Corynebacterium bovis 47 30.92 8 21.05 51 33.55 10 26.31
Corynebacterium spp - -— - -——— i 0.65 - ——
Micrococcus spp 1.97 2 5.26 6 3.94 2 5.26
Bacillus spp 0.65 1 2.63 1 0.65 1 2.63
G~ 1 0.65 - ——— 8 5.26 4 10.52
Lactobacillus spp -- - - - - - 1 2.63
Levadura 2 1.31 - -——— 1 0.65 -— -
TOTAL 152 99.95 38 99,97 152 99,94 38 99.96

82 -



CUADRO VIII.~ PORCIENTQ DE INFECCION EN DOS

SIN INCUBAR E INCUBADAS.

MUESTREOCS COMPARANDO MUESTRAS

MUESTRA SIN INCUBAR

MUESTRAS INCUBADAS POR 4 HRS.

DOS MUESTREQOS D0Ss [{UESTREOS

o T 11 C. I, A, C.
ESTADO INFECTIVO i o ) 3 2 " 2
NO INFECCION 90 }59.21 16 42.10) 71 50.65 12 31.57
Streptococcus agalactiae 19 }12.50 11 23.941 23 15.13 11 28.94
Staphylococcus spp 4 2.63 2 5.26 4 2.63 2 5.26
Corynebactarium bovis 39 | 25.65 30.26 11 28.94
licrococcus spp - -__ ——— 1 2.63
G- ~- <= 1.31 -~ -
Lactobacillus spp - — -— 1 2.63
TOTAL 152 {99.99 38 7:99‘;..9,8 152 99.98 38 99.97

- 62
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En el cuadro IX se presenta la camparacibén del grado de infeccifn en
bizse a los resultados obtenidos, se camparan asi mismo las infeccic—
nes de acuerdo al criterio de una sola muestra y al criterio de dos

muestras consecutivas.

en muestras individuales, sin incubar, el porcentaje de muestras ne

gativas ( no infeccifn) fue del 21.05% en una sola muestra. Estas -

mismas muestrag, después de su incubacién presentaron solamente el -
7.89% de no infeccién, lo que significa que la incubacién esta dando
un 13% menos de infeccién en relaci6n a mueatras frescas.

Le. disminucién de infecciones al confrontar los resultados de una vy

dos muestras fue del 13% en muestras sin incubar y del 21% en mues-

tras inchadas. Asi para muestras frescas se obtuvo un 78.94% de in-

feccibn en una sola muestra y un 65.78% considerando dos muestras -

consecutivas. En muestras incubadas los porcentajes fueron de 92.10%

y 71.05% respectivamente.

Ciadro X.- En el se dan los porcentajes de infecci6n y no infeccién
de muestras cambinadas sin incubar e incubadas durante 4 horas.

En muestras de leche donde no se pudo aislar ningln gémmen tenemos
para un muestreo sin incubar el 28.94% y en dos muestreos el 42.10%.
Las muestras incubadas nos dan en un muestreo el 10.52% v en dos -
muestreos el 31.57%.

Fara los mencionados resultados se aprecia el cambio en muestras sin
incubar donde fué mayor el porcentahe de muestras sin infeccifn en -
relacifn a las muestras incubadas y asi tenemos un aumento del 18% -

en un muestreo sin incubar y un 10% en dos muestreos sin incubar.
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Para los casos donde hubo infeccifn tenemos en un muestreo sin incubar
el 71.05% y en dos muestreos sin incubar el 57.89% en muestras incuba
das para un muestreo se cbtuvo el 89.47% y en dos muestreos incubando
‘un 68.42%.

Siguiendo el mismo criterio que en las muestras sin aislamiento de ger
menes, tenemos un aumento del 18% en un muestreo con incubacién duran
te 4 horas y un 10% en dos muestreos en relacifn a muestras sin incu-

bar.



CUADRO IX,- PORCIENTO DE NO INFECCION E INFECCION EN MUESTRAS SIN INCUBAR
E INCUBADAS,

MUESTRA SIN INCUBAR HUESTRAS IUCUBADAS POR 4 HRS.
MUESTRA  INDIVIDUAL MUESTRA INDIVIDUAL
1 muestreo 2 muestreos 1 muestreo 2 muestreos
ESTADO INFECTIVO " o y A M Y & %
NO INFECCION 8 21,051 13 34,21 3 7.89 11 28,94
INFECCION 30 78,941 25 65.78 35 92..10 27 71.05
TOTAL 33 96,99 ¢ 38 99,99 38 99.99 38 99,99

- 2 -



CUADRO X.~ PORCENTAJE DE NO INFECCION E IUFECCION EN MUESTRAS COMBINADAS
SIN INCUBAR E INCUBADAS.

MUESTRA SIN INCUBAR

NUESTRA INCUBADA POR 4 IiRS,

MUESTRA COMBINADA MUESTRA COMBINADA
1 muestra 2 muestras 1 muestra 2 muestras
ESTADO INFECTIVO # % # 3 i % # %
NO INFECCION i1 28.94 16 42.10 4 10.52 12 31.57
INFECCION 27 71.05 22 57.339 34 89.47 26 63.42
TOTAL 38 99,99 38 99,99 38 99,99 33 99,99

- €€
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En el cuadro XI se anotan los porcentajes de infecci6n sin incubar, in
dividuales y campuestas en diferentes establos. Los resultados de no
infeccifn en muestras individuales sin incubar e incubadas nos dan el
44.24% y el 37.37% respectivamente y en muestras campuestas sin incu-
bar e incubadas el 24.59% y el 19.67% respectivamente, lo que signifi
ci un ligero aumento de muestras positivas en el caso en el que las -
muestras fueron incubadas. ’

En resultados donde hubo aislamiento de gérmenes 6 infeccitn, se cbser

vo que: Streptococcus agalactiae tiene en cuartos individuales sin in-

cubar e incubados el 11.51% y el 12.72%; para muestras campuestas sin

incubar e incubadas el 22.13% y el 22.95%; Corynebacterium bovis en -

cuartos individuales sin incubar e incubadas nos dan el 22,62% y el -
23.03%; en muestras campuestas sin incubar e incubadas tenemos el —
13.03% y el 17.21%. Micrococcus spp para cuartos individuales sin in-
cibar e incubados tenemos el 8.48%; en muestras campuestas sin incubar
e incubadas el 15.57% y el 11.47%. Staphylococcus spp tiene en cuartos
individuales sin incubar e incubados el 6.86% y el 7.47%; en muestras
capuestas sin incubar e incubadas nos da el 13.93% y el 13.11%.

Ios resultados obtenidos tienen mucha similitud en relacién al nfmero
de aislamientos logrados a partir de ambos tipos de muestras, siendo
en ocaciones el mismo { Baéillus % en muestras campuestas ), otros
ligeramente més bajos ( Staligfxz. lococcus en muestras campuestas) . La -
diferencia de mayor importancia fué para el caso de bacterias Gram (-},
en las que para muestras individuales hubo una diferencia del 4% y un

8% en muestras campuestas.
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En el cuadro XII los porcentajes cbtenidos describen en grado de infec
cifn en relaci6n a células samdticas y pramedios logaritmicos de mues-
tras incubadas y sin incubar en diferentes estabos las muestras sin —-
aislamiento bacteriano tienen un promedio de células samdticas de —-
1,136, 603 y un (Le) de 9.95, para cuartos individuales sin incubar y

en muestras incubadas nos da un pramedio de células de 1,341,809 y un

(Le) de 10.03; en muestras campuestas tenemos un pranedio de 341,849 y
un (Le) de 10.73 en casos sin incubar, e incubados es el pramedio de -
células sandticas de 540,800 con un (Le) de 10.88, en base a esto se -
puede decir que el pramedio de cflulas en cuartos individuales incuba-
dos se obtuvo un aunento de 200,000 células samdticas en camparacifn -
con muestras sin incubar.

Al igual que en los cuadros antericres, en este se presentan los prame
dios de células samdticas en base a los aislamientos que son mis repre
sentativos para el estudio.

Se tiene que para Stregtocéccus agalactiae el pramedio de células samd

ticas en cuartos individuales sin incubar e incubados fue para cada --
uno de 21,369,911 con un (Le) de 15.09 y de 18,258,989 con un (Le) de

14.83 en muestras campuestas sin incubar es de 17,659,997 y un (Le) de
15.29, en miestras compuestas incubadas es de 15,767,557 y su (Le) es

de 15.26. Aqui se puede notar que en muestras individuales tenemos una
diferencia de aproximadamente 3,110,922 células entre muestras sin in-
cubar e incubadas y que su logaritmo mantiene equivalencia en sus da-—
tos, esto es que no se aumento ninguno de los dos datos significativa-
mente. Para muestras campuestas la diferencia fué en muestras sin incu

bar, aumentando un pramedio de 800,000 células samiticas, pero camo en
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el caso anterior, sus logaritmos no presentas cambios representativos.
En los demas casos hay algunas variantes, ya que en muestras incubadas
n se logra recuperar el microorganismo camo en las muestras sin incu-
bar, pero la fluctuacién en le pramedio de células va desde 1,000,000

de céliulas samdticas hasta la diferencia de 400,000 células sandticas,

para ello solo se mencionan las bacterias que se encontraron, sin ano

tar su pramedio de cBlulas saomiticas: Corynebacterium bovis, Stajhylo-

coccus aureus, Staphylococcus spp, Corynebacterium spp,Micrococcus spp

Bacillus spp, Lactobacillus spp, Gram {-}, Aerococcus spp Y levaduras.
En cuanto a sus logaritmos camo ya se mencion anteriommente se encuen
tran dentro de los pramedios esperados, esto es que estan iguales y no

hubo cambios representativos de camparacitn



CUADRO XI.- PORCENTAJE DE INFECCION Y NO INFECCION COMPARANDO MUESTRAS 1NDI
VIDUALES Y COMPUESTAS SIN INCUBAR E INCUBADAS (DIFERENTES ESTABLIOS).

MUESTRAS SIN INCUBAR

MUESTRAS INCUBADAS POR 4 HRS.

C. I. M. C. C. I. M, C.
ESTADO INFECTIVO ! 3 # # % o %
NO INFECCION 219 44.24} 30 24.59 185‘ 37.37 24 19.67
Streptococcus agalactiae 57 11,514} 27 22.13 63 ] 12.72 28 22.95
Staphylococcus spp 34 6.86| 17 13.93 37 7.47 16 13.11
Staphylococcus aureus 3 06.60( 3 2.45 3 0.60 2 1,63
Corynebacterium bovis 112 22,621 22 18.03 | 114 23,03 21 17.21
Corynebacterium spp - -— | -- - 1 v 0.20 - -
Micrococcus spp 42 "8.48 | 19 15.57 39 7.87 14 11.47
Bacillus spp 12 2,42 2 1.63 19 3.83 2 1.63
Lactobacillus spp 1 0.20 | -- -- 1 0.20 4 3.27
G- 4 0.80 | -- - 24 4.84 10 8.19
Aerococcus spp 1 0.20 | ~= - - - -— -
Levadura 10 2,02| 2 1.63 9 1.81 1 0.81
TOTAL 495 99,95 | 122 99.91 | 495 - }99.94 122 99.94




CUADRO XII.- PROMEDIO DE CELULAS SOMATICAS Y ESTADO INFECTIVO BASADO EN MUES
TRAS SIN INCUBAR E INCUBADAS DE CUARTOS INDIVIDUALES Y MUESTRAS
COMPUESTAS (DIFERENTES ESTABLOS).

MUESTRAS SIN INCUBAR MUESTRAS INCUBADAS POR 4 HRS.

C. I, M, C. C. I. M. C.

ESTADO INFECTIVO Xcels.somf Ie K cols.som) e  [Xcels.samd Le K ceels.saunl Le
NO INFECCION 1,136,603f 9.95 341,849} 10.73 | 1,341,809] 10.03 540,800| 10.88
Streptococcus agalactiaef?l,369,911] 15.09 § 17,659,997| 15.29 {18,258,989) 14.83 1 16,767,557] 15.26
Staphylococcus spp 658,848| 11.32 | 1,960,029| 12.78 | 607,439| 11.24} 1,631,651] 12.53
Staphylococcus aureus 1,231,044] 12.68 694,436¢( 12,86 124,005 11.54 204,610 ‘12.13
Corynebacterium bovis 616,523 11.67 224,056( 11,13 | 1,142,262 13,34 569,838} 11.44
Corynebacteriun spp Sl B IR 37,201} 10.52 - =
Micrococcus  spp . 641,948} 11.24 699,624 12,12 554,234 | 11.06 366,703 12.01
Bacillus spp 3,899,998| 10.74 | 3,690,738| 14.10 | 2,552,717| 11.38| 3,690,738] 14.10
Lactobacillus spp 55,802 10.92 --- --- 176,709 | 12.08 37,201} 10.34
G- 88,354 8.33 - -- - 422,517| 10.15 571,430 11.56
Aerococcus spp 1,460,174] 14.19 - - - - - - - -—-- -—-
}Levadura 1,138,935¢ 13,38 277,861} 12,26 1,014,371 12.50 100,000§ 11.51
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El cuadro 1 muestra las proporciones geperales parala variable infec-
cibn con raspuesta (si,no) y el cuadro 2 el anflisis de varianza,donde
se observaron diferencias estadfsticas en los efectos principales -—

{ P£.01),la no incubacién fue superior a la si incubaciSn (48.42% con_
tra 37.37% ) ,ubre individual fue superior a ubre completa { 46.55% con-
tra 28.29% )} y muestreo dos sobre mestreo uno ( 51.32% contra34.47% )-
no se encontraron diferencias estadfsticas ( b>.05) en las interaccio

nes entre efectos,

CURDRO 1
INCUBACION
’ NO S
UBRE UBRE

MUESTREO | INDIVIDUAL CQMPLETA PROP. | INDIVIDUAL COMPLETA PROP. | PROP.
1 .4408 .2895 .4105 .3224 L1053 .2789 | .3447
(152) . (38) (190) {152) (38) (190} | (380)

2 .5921 .4211  .5579 . 5066 L3158  ,4684 | ,5132
(152) (36)  (190) (152) (38)  (190) j (380)

(304) (76) (380) | (309} (76) (380 {260}

PROP. .5164 23553 .4842 4145 .2105 .373ﬂ .4289
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CUADRO 2

RANALISIS DE VARIANZA

Origen de la varianza gl. c.m. i
Incubacién (1) 1 2.3211%+

Ubre ) 1 4.0530%*

IXU 1 0.0555

Muestreo (M) 1 5.3895%*

IXM 1 0.0841

URM 1 0.0003

IXUXM 1 0.0162

Error 752 0.023

**  gignificativo P«Z,01
gl = grados de libertad
c.n.= cuadrados medios.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

En los resultados cbtenidos, tanto en muestras campuestas como en mues
tras por cuarto, se cbservo un incremento significativo de gléndulas ma
marias no infectadas al tamar en cuenta el diagn®stico basado en dos —
miestreos oconsecutivos. Por lo tanto disminuye asi el nfmero de anima—-.
ley infectados con microorganismos no patfgenos.

En cuanto a la toma de dos muestras el margen de error se ve disminuido

¥ la influencia de conte;minacién puede eliminarse.

El nfimero de cuartos infectados por bacterias es similar en los cuatra -
casos.

El conteo de células samdticas por mililitro es parecido a resultados =

obtenidos en otros estucdios ( 10 ).

En el Gnico caso donde no hubo canbios al diagnosticar mastitis, metie_fl

do todas las variables antes mencionadas, fue el caso Sf.:J’:eE‘ tococcus _é_gg——
lactiae.

En el presente estudio donde se muestran los cuadros con la cbtenci6n -

de su logaritmo natural se puede chservar una mayor correlacién del es-

tado infectivo de la glé&ndula mamaria.

Por los resultados cbtenidos podemos concluir dos tipos de muestreos dg

pendiendo del microorganismo que se pretenda aislar:

1) Para el caso de Streptééoccué agélaétiae se recamienda:

a) Tomar una sola muestra ( un solo dia ).
y) Tomar leche de los cuatro cuartos ( muestra campuesta ).

2) No incubar la leche.



- 42 -

2} Para aislar otras bacterias y diagnosticarlas camo causantes de mas
titis es necesario hacer lo siguiente:

a) Tamar dos muestras consecutivas ( esto es por dos dias seguidos).
b) Las muestras deben ser por cuarto ( muestreo individual).

c¢) Incubarlas por cuatro horas para posteriommente sambrarlas.



~—
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