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RESUMEN

Siendo una de las razones importantes de la disminucién de la produccién
lechera, las enfermedades uterinas causadas en una mayoria por
microorganismos oportunistas, es necesaria la realizacion de estudios para
encontrar e aislar el microrganismos para efectuar un tratamiento eficiente. El
objetivo del presente estudio fue identificar los patdbgenos que se encuentran en
las descargas uterinas postparto en vacas lecheras Holstein. Las muestras se
obtuvieron de vacas con signos de metritis o placenta retenida. Los signos
incluyen desde presentacion de descargas mucopurulenta, café rojizas a pirexia,
y anorexia. Se uso6 guantes e hisopos estériles para cada muestra. En una hielera
se alojaron a temperatura 4-6°C en tubos de ensaye con medio de transporte
Stuart. En las descargas uterinas de se identificaron estreptococos, cocos Gram
positivos, microorganismos Bacilos Gram negativos, diplococos Gram positivos y
también las bacterias Escherichia coli, Arcanobacterium spp. Klebsiella sp. En
conclusién se encuentran diferentes microorganismos en las descargas uterinas

y que éstas pueden ocasionar distintas enfermedades en las vacas.

Palabras clave: Arcanobacterium spp, bacterias, enfermedades uterinas,
Escherichia coli, Klebsiella sp., microorganismos.
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1. INTRODUCCION

Los bovinos son susceptibles a numerosas infecciones y a enfermedades
metabdlicas durante la etapa temprana post-parto. Estas enfermedades son
asociadas con el cambio abrupto de demandas nutricionales y procesos
fisiologicos presentes durante este lapso de tiempo. Por lo que, la metritis
puerperal es una enfermedad post-parto que es conocida por disminuir la
produccion lactea, consumo de alimento, ademas de afectar negativamente el
desemperio reproductivo (Wittrock et al., 2011).

Ademas, la metritis involucra el endometrio, tejido glandular inferior y capas
musculares. La condicion de metritis puede presentarse clinicamente o sub-
clinicamente. La metritis clinica puede ser aguda, presentandose rapidamente y
afectando generalmente el apetito de la vaca y su produccion de leche; la crénica,
la cual persiste por un largo periodo. Por otra parte, la metritis clinica puede ser
detectada por palpaciéon rectal como un incremento en tamafio y grueso de la
pared uterina. Una descarga vaginal purulenta puede o no puede estar presente
(Manspeaker, 2010).

La contaminacion del Utero después del parto y cambios metabdlicos en el
periodo de transicion son factores etiol6gicos de ocurrencia importante de metritis
y endometritis. Por consiguiente, la endometritis es una de las condiciones
reproductivas mas comunes en vacas. La endometritis bacteriana después del
parto es la causa mas comun de infertilidad en vacas asi como la tardancia a de
involucion uterina, prolonga el tiempo al primer estro, incrementa el numero de
servicios por concepcién (Udhayavel et al.,, 2012). La metritis puerperal es

caracterizada por la presencia de un utero anormalmente engrandecido, con una



secrecion de olor fétido café- rojiza asociada con signos de una enfermedad
sistematica (Galvao et al., 2011).

De ahi que, la contaminacién bacteriolégica del Utero después del parto y
cambios metabdlicos en el periodo de transicion son factores etioldgicos
importantes para la ocurrencia de metritis e endometritis. Una gran variedad de
bacterias han sido recuperadas del Utero de vacas postparto. Los patdégenos mas
prevalentes involucrados en la etiologia de endometritis son Arcanobacteriuim
pyogenes, Escherichia coli, Fusobacterium necrophorum y Prevotella species
(Udhayavel et al., 2012).

Cabe considerar, por otra parte; la presencia de bacterias en el Gtero causa
inflamacion, lesiones histolégicas del endometrio y retardos en la involucién
uterina. Después del parto bacterias del ambiente del animal contaminan el lumen
uterino. La infeccion persiste en el utero de muchos animales por més de tres
semanas, con aproximadamente 15% de las vacas lecheras, presentando signos
de endometritis clinica. Estos animales tendran tasas de concepcion bajas,
duraran mas tiempo en concebir y es probable que se manden a desecho por
infertilidad (Moges et al., 2013).

Examinacion de las descargas vaginales, es uno de los procedimientos mas
Gtiles, ya que la presencia de pus en la vagina es correlacionada a la presencia
de bacterias patdégenas en el utero (Giuliodori et al., 2013). No hay un estandar
de oro que exista para el diagnostico de endometritis, lo que hace que sea
desafiante (Madoz et al., 2014). Ademas, de la resistencia bacteriana emergente

a antibiéticos usados ha sido demostrado (Moges et al., 2013).



1.1. Objetivo
Identificar los patdgenos que se encuentran en las descargas uterinas postparto

en vacas lecheras Holstein.

1.2. Hipétesis
En las descargas uterinas posparto en vacas lecheras Holstein, se encuentren
Aracanobacteriuim pyogenes, E. coli, Fusobacterium necrophorum y Prevotella

species.



2. REVISION DE LITERATURA

La eficiencia reproductiva es un asunto importante en la industria lechera por su
impacto en la economia. Enfermedades del tracto reproductivo como desecho
vaginal purulento y endometritis citolégica estan asociados con los efectos
detrimentales en el rendimiento reproductivo (Robichaud y Dubuc, 2015). El
ganado lechero es susceptible a un numero de desérdenes durante el periodo
postparto (Credille et al., 2014). Infeccidn bacteriana es una causa importante de
las varias que causan la disminucion de fertilidad. Tal condicion puede causar
inflamacion del cervix o endometritis en varios niveles, el cual puede causar
muerte embrionaria o problemas en el desarrollo de las crias (Gani et al., 2008).
El tracto genital de las hembras posee flora bacteriana en casi toda su extension,
a excepcion del utero. La vagina por ser la parte mas expuesta, posee un mayor
namero de bacterias entre las cuales podemos encontrar Gram negativas y Gram
positivas. Sin embargo, durante la gestacion y el parto el cuello uterino y Gtero no
se encuentran totalmente estériles, por lo que se pueden aislar microorganismos
oportunistas (Sanchez et al., 2011). Asi mismo, intervenciones como la
inseminacion artificial, el coito, los examenes obstétricos pueden incrementar el
riesgo de introduccién de bacterias al Utero (Gonzalez et al., 2007).

Las infecciones uterinas durante las primeras semanas posparto afectan el
retorno de la ciclicidad y se asocian con el desarrollo de metritis, condicion
frecuente que se presenta en las vacas lecheras, y se traduce en el retraso de la
involucion uterina y del reinicio de la actividad ovarica, ademas de aumentar la
formacion de quistes ovaricos, sobre todo si la infeccion evoluciona en piometra

(Solorzano et al., 2002).



2.1. Procesos del Parto en los Bovinos

Hay tres etapas durante el proceso del parto: dilatacién del cérvix, nacimiento del
becerro y expulsién de la placenta. La primera etapa del parto consiste en la
preparacion de la madre y el feto. Durante este tiempo contracciones regulares
del miometrio empiezan a tiempos de 12 a 24 contracciones por h. Las
conexiones cotiledinarias de la placenta comienzan a soltar, el cérvix se acorta
y se dilata por las contracciones y por descompostura de tejido (Ball y Peters,
2004). La segunda etapa empieza con la apariencia de membranas en la vulva.
El becerro debe ser expulsado entre 2 a 5 h. En la etapa tres la placenta debe
ser expulsada entre 8 a 12 horas después del nacimiento del becerro. Debe
sefalarse que después de ese tiempo si no es expulsada, se considera retencion
de placenta (Haynes, 1978).

2.2. Involucion uterina

El Utero bovino es bicorne, tiene tres capas en la pared uterina, el perimetro, el
cual es la capa mas externa; el miometrio es la capa del medio, la cual tiene tres
capas: un musculo circular y longitudinal, una capa vascular y el endometrio, el
cual es la capa interna del Utero y consiste de mucosa y submucosa (Knudsen et
al., 2014). Durante la gestacion se forman los cotiledones y placentomas. Los
cotiledones son racimos de villi en membranas corioamnioticas fetales y los
alantocoriones que invaden las carunculas (Budras y Habel, 2003).

En el postparto las contracciones uterinas y la incipiente involucion uterina
producen una disminucion en el volumen de los placentomas, con reduccion del
pedunculo, con modificaciones alternas de la forma de las carunculas y la

separacion-alargamiento de las criptas. Las membranas fetales se invaginan a



partir del 4pex del cuerno gravido y se inicia asi la progresiva expulsiéon hacia el
exterior. La eliminacién normal de la placenta sucede en la hembra bovina
después de las 6 horas de finalizado el periodo de expulsion (Rutter, 2002).

La salud uterina es a menudo comprometida en vacas por la contaminacion
postparto del lumen uterino por bacterias, y bacterias patogénicas que persisten
causando enfermedades clinicas. La subfertilidad asociada con infeccion uterina
involucra la perturbacion del hipotalamo, glandula pituitaria y ovario, en adicion
efectos directos en el Utero, y aparentemente persiste incluso después de la
resolucién de la enfermedad (Sheldon et al., 2004).

La involucion uterina después del parto es caracterizada por el regreso del utero
a su tamafio previo, regeneracion endometrial, reanudacién de la ciclicidad
ovarica y la eliminacion de contaminacion bacteriana (Hepelmann et al., 2015).
En la vaca, la tercera etapa del parto, durante el cual las membranas fetales son
desprendidas, dura alrededor de 6 a 12 horas. Si el desprendimiento no ocurre
dentro de las 12 horas se considera retencion placentaria (Dobson, 2008).

La rapida disminucién del tamafio ocurre por la vasoconstriccion y contracciones
peristalticas, las cuales ocurren en intervalos de 3 a 4 minutos y gradualmente
disminuyen para el cuarto dia postparto. Los eventos durante la involucion uterina
incluyen necrosis del tallo caruncular, descompostura de la capa superficial de la
caruncula y la formacion de los loquios. Este procedimiento se completa
generalmente para el 12 dia postparto. La involucion uterina normalmente puede
Ser un proceso aséptico, aunque esto es mas una excepcion que una regla. La
infeccion puerperal espontanea, con crecimiento bacteriana en los loquios es

comun (Leslie, 1983).



En general los indices mas altos de bacterias son durante las primeras 2
semanas posparto dentro de las 5 semanas se ve una disminucion sin
tratamiento. Involucién del Gtero y erradicacién de bacteria son asociadas con
prostaglandina en el plasma. Las prostaglandinas son producidas en altas
cantidades en el Utero durante el posparto temprano. Una alta magnitud y
duracion continua de prostaglandinas ha sido relacionada con una involucion
rapida. En un posparto normal hay una disminucion de metabolitos
prostaglandina durante la primera semana hasta llegar a niveles basales en la
segunda semana posparto. En vacas con placenta retenida, los niveles de
prostaglandina no disminuyen sino son elevadas mientras las bacterias sean
presentes en el Utero, lo cual influye el tiempo para la siguiente ovulacion
(Gustafsson et al., 2004). La involucion puede ser evaluada por palpacién rectal
y si esta sigue un patron normal el Gtero entero se puede palpar a los 8-10 dias
postparto (Kallero, 2010).

2.3. Contaminacion Bacteriana Posparto

Entre los problemas reproductivos mas comunes en bovinos se encuentran las
infecciones uterinas que por lo general son de etiologia bacteriana y se favorece
cuando concurren diferentes factores predisponentes relacionados con la higiene
del parto, ya que durante el parto y puerperio el tracto genital se expone al medio
ambiente. EI mecanismo fisiologico y anatdmico de cierre del canal genital
resultan temporalmente insuficientes y las bacterias que normalmente habitan la
region perianal y vulvar, pueden ascender y causar infecciones (Gonzélez et al.,

2007).



Por varias semanas postparto hay un ciclo de contaminacion, despeje, y re-
contaminacion bacterial. En muchos animales esta contaminacion bacteriana es
gradualmente resuelta por la involucion uterina, pasaje de loquios fuera del utero
y por la movilizacion de defensas inmunes. Aunque, la falla en resolver la
contaminacion puede comprometer la funcion uterina, y asi la persistencia de
bacterias patdégenas de hasta 3 semanas postparto causa endometritis clinica
(Potter et al., 2010).

Por consiguiente, la presencia de bacterias patdgenas en el Utero causa
inflamacion y lesiones histologicas del endometrio. Los signos clinicos de
infeccion uterina dependen del nimero y virulencia de los microorganismos
presentes y de las condiciones del Utero y sus defensas. Las bacterias patégenas
gue se encuentran frecuentemente en casos de endometritis son A. pyogenes y
E. coli, en vacas con metritis aguda y endometritis crénica son A. pyogenes,
Prevotella spp., Fusobacterium necrophorum y Escherichia coli. en otros estudios
se pudo encontrar Staphylococcus spp. Streptococcus spp. (Takamtha et al.,
2013). Es asumido que estos organismos son adquiridos de la contaminacion
fecal del propio animal, pelaje, cama, y medio ambiente. Sin embargo, el papel
del medio ambiente del animal y en particular si la contaminacion fecal son un
riesgo de endometritis clinica son a menudo olvidados (Potter et al., 2010).
Clasicamente, la caracterizacion de la microbiota uterina en bovinos ha
dependido en el cultivo de secreciones uterinas (Santos et al., 2011). La principal
fuente de contaminacion del tracto reproductivo de la hembra bovina esta
constituido por la flora bacteriana que proviene del medio ambiente,

especialmente del suelo y del establo, cuando el parto se desarrolla en ambientes



contaminados. Los animales susceptibles a contraer esta infeccion son las vacas
lecheras de alta produccién, con elevados numeros de partos, gestaciones
prolongadas, alteraciones puerperales, raciones desbalanceadas y problemas
sanitarios (Riffo, 2002).

Las endotoxinas bacterianas son componentes de la parte externa de la pared
celular de bacterias Gram negativas o Gram positivas que altamente inmuno-
estimuladoras y que pueden desencadenar un respuesta inflamatoria (Eckel y
Ametaj, 2016). La presencia de bacterias en el Utero de vacas posparto no
siempre resulta en enfermedad inflamatoria uterina. A pesar de, la infeccién
intrauterina, que sigue en ciertos casos de contaminacién, implica la adherencia
de organismos patogénicos a la mucosa, colonizacion o penetracion al epitelio
y/o la liberacion de productos bacterianos (toxinas, enzimas etc.) que pueden con
llevar a el establecimiento de enfermedades uterinas. Aunque, la infeccion
intrauterina en si, no significa manifestacion clinica de la enfermedad; esto es
dependiendo del estatus inmune del huésped (Foldi et al., 2006).

2.4. Problemas Asociados ala Retencion Placentaria

La retencién de la placenta es una condicion en la cual contribuyen muchos
factores, por los que el agente etiolégico se considera multifactorial o multi-
etiologico y no estd muy claramente demostrado. Las vacas con partos distocicos
retienen membranas fetales de un 90% a 100% (Rocha et al., 2008). Las vacas
que han sufrido retencidn placentaria, son significativamente susceptibles de
desarrollar metritis, cetosis, y mastitis que las vacas que tuvieron un postparto

normal (Silva et al., 2000).
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Si bien la retencién placentaria ocasiona una baja mortalidad, tiene gran
importancia en los hatos lecheros debido a su efecto detrimental sobre la
fertilidad. La retencién y la asociacién con otras patologias puerperales tales
como quistes ovéricos y endometritis agudas o crénicas, originan perdidas
econdmicas considerables, derivadas fundamentalmente de un aumento de los
lapsos reproductivos, servicios por concepcion y en costos de asistencia
veterinaria, disminucion en la vida Gtil de las hembras del hato, disminucién en el
namero de crias por vaca y deterioro en el avance genético (Scheidegger et al.,
1993).

La secuencia normal de los eventos iniciando el parto incluye la induccién fetal
de cortisol de enzimas placentales que dirigen la sintesis de esteroides lejos de
progesterona y hacia los estrégenos. Un incremento de los estrogenos resultan
ambos en el incremento de regulacion de los receptores de oxicitocina en el
miometrio y la secrecion de prostaglandinas F2 alfa. Las prostaglandinas inician
contracciones del miometrio y resulta en la lisis del cuerpo luteo. Lisis del cuerpo
luteo con lleva a la secrecion de relaxina y una continua disminucion de
progesterona (Beagley et al., 2010).

2.5. La Metritis Posparto

En vacas lecheras postparto, las enfermedades como la metritis y endometritis
afectan una gran proporcion de la poblacién y son asociadas con pérdidas
econdmicas substanciales. Ya que no hay un estandar para el diagnostico de
estas enfermedades uterinas, la evaluacion de los desechos vaginales es un
procedimiento util porque la pus en los desechos vaginales estan correlacionados

con las bacterias patdgenas dentro del Utero (Giuliodori et al., 2013). La metritis
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es definida como una inflamacion de las paredes musculares del Gtero y del
endometrio. La mayoria de los casos serios ocurren durante los primeros 10 a 14
dias postparto y son llamados metritis puerperal, metritis aguda postparto o
simplemente metritis puerperal. Esta infeccion es caracterizada por ser una
sustancia café roja acuosa, que se puede ver acompafiado por signos comunes
de una infeccion sistémica incluyendo la pirexia, inapetencia, depresion y
disminucién de la produccién de leche (Wittrock et al., 2011).

La incidencia de metritis toxica varia desde 2.2% a un 37.3%. Las vacas
afectadas exhiben diferentes grados de depresion, inapetencia y disminucion de
la produccién de leche y estan predispuestas a sufrir desordenes de abomaso
(Palmer, 2007). La metritis séptica generalmente esta asociada a la retencion de
membranas fetales o retencidén placentaria. La retencion de membranas fetales
se convierte en factor predisponente de importancia en el aumento a la
susceptibilidad de metritis y piometra. Muchas de las condiciones que
contribuyen a la metritis también contribuyen a la susceptibilidad de retencion de
las membranas fetales (Fernandez et al., 2008).

Estudios en los Estados Unidos revelan que al menos un 25% de las vacas recién
paridas sufren metritis clinica, pero el porcentaje aumenta al 80% cuando las
vacas sufren retenciéon placentaria (Tahua y Hoovert, 2012). La metritis puede
ocurrir en cualquier momento después del parto, incluyendo 21 dias después
posparto aunque la mayoria de los casos 95% (709/753) ocurren en los primeros
14 dias después del parto, con un pico de alrededor de 5 a 7 dias después del
mismo (Galvao et al., 2011). La disminucion de fertilidad es causada por efectos

negativos en utero y en el ovario. Estas enfermedades uterinas causan lesiones
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en el endometrio y interrumpen funciéon endometrial y perjudican el desarrollo
embrionario (Galvao, 2013).

2.6. La Endometritis en Vacas Posparto

Endometritis es la inflamacion del endometrio el cual es una membrana mucosa
de revestimiento del Utero (Abdullah et al., 2015). La endometritis clinica se define
cuando los desechos vaginales de una vaca presentan pus dentro la vagina 21
dias o mas postparto, sin algun signo de sistemético de enfermedad. Las vacas
que presentan un alto porcentaje de células polymorfonucleares en muestras
citolégicas uterinas se define como endometritis subclinica (Giuliodori et al.,
2013).

Una gran variedad de bacteria, ambas Gram positivas y Gram negativas aerobias
y anaerobias, han sido aisladas del utero bovino posparto (Dhaliwal et al., 2001).
La prevalencia de endometritis disminuye con tiempo en el postparto porque la
mayoria de las vacas se recuperan de forma espontanea (Burke et al., 2010). Los
factores de riesgo reportados para endometritis incluyen, gemelos, distocia,
temporada del afio. Poca evidencia existe de una conexion potencial entre
metritis y endometritis en la literatura porque la mayoria de los estudios
consideran estas dos condiciones separadas (Dubuc et al., 2010).

En adicion, infeccion uterina bacterial o productos bacteriales suprimen la
secrecion de Hormona leutinizante de la glandula pituitaria y perturben
crecimiento folicular ovarico y sus funciones post parto, lo cual interrumpe la

ovulacion en vacas (Moges et al., 2013).
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2.7. Piometra en Vacas Posparto

La piometra es una enfermedad dentro del Gtero, donde liquido y exudado
purulento se acumulan en el lumen uterino mientras hay un cuerpo liteo
persistente. La presencia de una infeccion endometrial cuando la vaca regresa a
su funcionamiento ciclico ovarico despueés del parto es un prerrequisito para el
desarrollo de piometra. Esta infeccion inhibe la liberacion de prostaglandina del
endometrio, asi previniendo la regresion usual del cuerpo lUteo. La progesterona
producida por el cuerpo luteo causa el cierre del cérvix, lo cual con lleva a el
alargamiento y distencion del Utero por acumulacion de exudado dentro del lumen
uterino (Knudsen et al., 2014).

La piometra es a menudo diagnosticada durante visitas del hato rutinarias. Las
vacas que seran palpadas por anestro. La presencia de liquido dentro el cuerno
uterino y también la presencia de un cuerpo liteo en la ausencia de un feto o
membranas fetales (Palmer, 2014).

2.8.Impacto de enfermedades uterinas

La enfermedades uterinas reducen el bienestar de la vaca afectada causando y
puede causar que sean eliminadas del hato (Sheldon et al.,, 2009). Ha sido
demostrado que proteinas de fase aguda en la sangre durante el posparto en
vacas lecheras incrementan en concentraciones con asociacion a una
contaminacion bacterial del Utero (Sheldon et al., 2001).

Lo cual indica un grado de incomodidad y dolor en la vaca (Miller et al., 2007).
Mientras la falta enfermedad sistémica en endometritis y piometra hacen dificil la

evaluacion por la incomodidad o dolor experimentados por la vaca (LeBlanc et
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al., 2002). Las vacas con metritis si presentan enfermedad sistémica con fiebre,
y exhiben inapetencia, fatiga y depresion (Sheldon et al., 2006).

El efecto financiero de las enfermedades uterinas son derivados de la infertilidad,
incrementacion de sacrificio por inhabilidad de quedar gestante, baja produccion
de leche y el costo del tratamiento (Sheldon et al., 2009). La salud del hato tiene
un efecto en la reproduccion del mismo. Infecciones uterinas o mamarias son

factores de riesgo para la infertilidad (Lucy, 2001).
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Localizacién
Se analiz6 a 30 vacas de dos establos diferentes. Un establo llamado ‘La Sangra’
y el segundo ‘La Esperanza’. Estos localizado en el Municipio de Torredn, en el
Estado de Coahuila de Zaragoza; en la regién semi-desértica del norte de México
a una altura entre 1000 y 2500 msnm, entre los paralelos 25° 42’y 24° 48’ N y
los meridianos 103° 31’ y 102° 58’ O (INEGI, 2009).
3.2. Obtencion de muestras
Las vacas analizadas son de raza Holstein con signos de metritis o placenta
retenida. Los signos incluyen desde presentacion de descargas mucopurulenta,
café rojizas a pirexia, y anorexia. Para obtener las muestras se dio limpieza de
area peritoneal para asi prevenir la contaminacién o reducir la contaminacion de
la muestra. Se us6 guantes estériles, e hisopos estériles para cada muestra. En
una hielera se alojaron a temperatura 4-12°C tubos de ensaye con medio de
transporte Stuart. EI medio es quimicamente definido como semisélido, medio
no- nutriente que previene la proliferacion microbial. Es por su composicion que
el medio asegura que los microorganismos que estan presentes, puedan
sobrevivir por el tiempo suficiente (HIMEDIA, 2011).
3.3. Procedimiento
El procedimiento usado fue limpieza peritoneal, con el uso de guantes estériles,
se introdujo el hisopo estéril dentro la vagina y para obtener la muestra fue con
el rozo circular del hisopo. Se extrae el hisopo con precaucion de no contaminar
la muestra tocando otra parte el area peritoneal. El siguiente paso es la

introduccidn del hisopo al medio de transporte Stuart, el hisopo entra al medio y
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toca la base del tubo de ensaye para asi poder sellar con la tapa del tubo. Las
muestras son conservadas en una hielera a temperatura de 4-12°C mientras se
transportan al laboratorio. En el laboratorio estas se conservaron en el
refrigerador. Los agares utilizados fueron agar sangre y MacConkey. El agar
sangre es un medio de propdsito general a menudo es usado para el crecimiento
de organismos sensibles y para diferenciar las bacterias en base a sus
propiedades hemoliticas (Buxton, 2005). En agar MacConkey ofrece pistas sobre
la identificacién de un organismo, por la habilidad de fermentar lactosa. El agar
MacConkey contiene cristales violetas y sales biliares, las cuales inhiben el
crecimiento de organismos Gram positivos y ciertos Gram negativos
(Kohlerschmidt et al., 2015). Ya preparados las placa Petri 60 de agar sangre y
60 de agar MacConkey. En un &rea estéril con mecheros, se acercan los tubos
de ensaye con el medio Stuart, con las placas Petri identificadas por muestra y
establo. Se extrae el hisopo con pinzas que se esterilizan por medio de la llama
del mechero y al tener ya el hisopo con las manos se abre la caja Petri con la
tapa aun cubriendo parte de la superficie y se siembra la muestra en ambos
agares en forma de estrillas para dejar el microorganismo en todo el agar. Los
agares son luego transportados a la incubadora a una temperatura de 37°C por
24 horas para observacion de su crecimiento. A las 24°C se extraen los agares
de la incubadora y son analizados por colonias, cada colonia es contada y
descrita. Después de este proceso se hizo analisis de Tincion Gram con las
colonias que se observo mayor crecimiento. De nuevo en un area estéril o con el
uso de los mecheros para proveer un area estéril se levanta la tapa de la placa

de Petri y con la asa de siembra ya esterilizada se obtiene una muestra de una
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de las colonias. Esta muestra se pone una laminilla, la cual tiene una pequefa
gota de agua destilada para mezclarse junto con la muestra. El siguiente paso es
la tincion Gram y la observacion bajo el microscopio de todas las muestras para
la determinacion del tipo de bacterias que se obtuvieron. La tincion Gram esta
relacionado a la union de colorantes violeta y safranina que contienen cationes
positivos a los componentes celulares dentro de la célula bacterial que tiene
aniones negativos. La retencion de los colorantes dentro del citoplasma de la
célula hacen la distincién entre los dos grupos; Gram positiva (morado) y Gram
negativa (rosa) (Subhash, 2009). Las bacterias fueron identificadas en base a las
caracteristicas de la colonia, por tincion Gram, morfologia, y hemolisis.

El analisis de los datos se realiz6 mediante estadistica descriptiva.

4. RESULTADOS Y DISCUSION
En los resultados obtenidos en el presente estudio (Figura 1, 2, 3y 4) se observo

crecimiento de microorganismos en un 91% del total de las muestras. En agar
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sangre hubo un crecimiento de 95% y en agar MacConkey un 83% del total de

las muestras respectivamente.
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Figura 1. Microorganismos observados en descargas uterinas posparto.
Usando la tincion Gram y por observacion bajo el microscopio se encontraron en
40 de las muestras microrganismos Bacilos Gram negativos, 35 de las muestras
se pudo observar la presencia de microorganismos cocos Gram positivos, en tres
de las muestras se encontrd también estreptococos, en otras tres se observé

diplococos Gram positivos.
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Figura 2. Microorganismos que crecieron en agar Sangre
Se observé crecimiento en agar Sangre, del cual de las colonias distintas se
practicO una tincion Gram. Los resultados fueron la identificacion de
microorganismos cocos Gram positivo en 34 de la muestras, en 7 muestras se
pudo encontrar cocos negativos y bacilos Gram negativos. También se
encontraron algunos microorganismos de tipo diplococos y estreptococos en tres

muestras.
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Figura 3. Crecimiento de microorganismos en agar MacConkey
Los microorganismos que se obtuvieron del agar MacConkey y se pudo observar
bajo el microscopio bacilos Gram negativos, cocos Gram positivos, y cocobacilos
Gram negativos. De acuerdo al estudio por Bonnet et al. (1990) en los resultados
también se observé crecimiento de microorganismos Gram positivos y Gram

negativos en ambos agares Sangre y MacConkey.
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Figura 4. Reacciones hemoliticas de los microorganismos en agar Sangre

El uso de dos tipos de agares resulto eficiente, se observé desarrollo de
diferentes tipos de bacterias. En el agar sangre se encontraron colonias distintas
de las cuales 15 mostraron hemolisis, 12 beta hemolisis, en 30 se mostré6 gamma
hemolisis. En comparacion al estudio realizado por Sheldon et al. (2004) se
reportd en su mayoria de las bacterias identificadas estreptococo alfa hemolitico.
Microorganismos identificados en descarga uterina posparto

En base a la distincion de colonias y su identificacion por tincion Gram y
morfologia algunas de las bacterias que se encontraron fueron: Escherichia coli
Su crecimiento se encontro en ambos agares. De acuerdo al estudio por Gani et

al (2008) Escherichia coli produjo colonias con brillo metélico en agar MacConkey
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bajo la tincion Gram se observaron bacilos Gram negativos. De manera analoga,
se reportd que la bacteria Escherichia coli causan enfermedades en tracto
reproductivo de la hembra a un 40% después del parto (Sheldon et al., 2010).
Klebsiella sp, se identifico por colonias de distincibn mucoides de color moradas-
rosa y convexas, bajo el microscopio con tincion Gram se observé bacilos Gram
negativos. En la investigacion por Xing et al. (2008), la bacteria Klebsiella se
identificé en 11.5%, en donde se muestreo a 26 Uteros con endometritis.
Arcanobacterium spp. por morfologia en agar sangre fue de colonia blancas-
griseas, circulos convexos. Con la tincion Gram y observacién bajo el microscopio
se encontraron Bacilos Gram positivos. De acuerdo al estudio por Kaczmarowski
et al. (2003) el indice mas alto de infeccion con Arcanobacterium pyogenes fue
tres semanas después del parto, se demostroé que las vacas con este patégeno
tienen una baja reproduccién y son usualmente sacrificadas por infertilidad. Los
resultados reportados por Udhayavel et al. (2012) de diferentes especies de
bacterias identificadas que incluyen Escherichia coli, Klebsiella spp, proteus spp,
pseudomonas aeruginosas, Clostridium spp.

En base a los resultados obtenidos, se revelo que microorganismos Gram
negativos y Gram positivos juegan un rol importante en la causa de
enfermedades uterinas. Las bacterias Escherichia coli, Arcanobacterium sp. y
Klebsiella en este estudio fueron de las bacterias identificadas. En la
investigacion por Barman et al. (2013) se revelo la presencia de microorganismos
Gram positivos y Gram negativos, Aunque también reportd que organismos
pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae fueron los mas comunes seguidos

por Escherichia coli. La presencia variable de flora uterina después del parto es



23

expuesta a una variedad de contaminantes (Griffin et al., 1974). En contraste a
los resultados encontrados por Gani et al. (2008) en donde se reporte que la
bacteria Staphylococcus spp. fue la mas prominente en las muestras,
produciendo colonias circulares, lisas, brillosas, opacas, amarillo dorado y

mostrandose bajo tincion Gram de forma en racimos esféricos Gram positivos.

5. CONCLUSIONES
Los resultados del presente estudio permiten concluir que en las descargas
uterinas posparto de las vacas lecheras se pueden encontrar una variedad de

microorganismos. Estos microorganismos que pueden llegar a causar varias
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enfermedades uterinas como la metritis y endometritis. Sin embargo, se requiere
llevara a cabo mas investigaciones que permitan evaluar el impacto de las
enfermedades sobre la produccion y reproduccion de las vacas. Por otra parte es
importante estudiar el efecto de la aplicacién de terapias con antibiéticos sobre

el control o la eliminaciéon de las enfermedades.
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