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Resumen

Este estudio tuvo como objetivo determinar que microorganismos bacterianos
aerobios, pueden ser aislados de vaginas de hembras bovinas con historial de
problemas de tipo reproductivo en el Centro de Crianza “El Refugio”, en Gémez
Palacio, Durango.

Se analizaron un total de 50 muestras que consistieron en hisopados vaginales de
hembras de bovino, raza Holstein, que cumplieron con algunos de los siguientes
criterios de inclusién: mas de tres servicios sin concepcion, reabsorcion
embrionaria, abortos (tempranos o tardios) y repeticion de celos en su historial. A
las muestras obtenidas se les hizoun frotis directo y se sembraron en Agar sangre,
agar sal y manitol, agar eosina y azul de metileno y agar McConkey, asi como
pruebas bioquimicas convencionales para su identiicacion. Los géneros
mayormente aislados durante este experimento pertenecen a E. coli (54%),
Staphylococcussp. (50%), Streptococcussp. (40%) y Klebsiellaspp. (36%)
principalmente. Un aislamiento importante fue el del grupo de las enterobacterias
cuyo porcentaje corresponde al 42.3% de las cuales: E. coli (16.1%), Klebsiellasp.
(10.7%), Proteussp. (1.8%), Salmonella sp. (4.8%), Shigellasp.(2.4%) vy
Enterobacterspp. (6.6%)

En conclusién la poblacion bacteriana que habita en la porcidén vaginal del tracto
reproductivo de hembras bovinas que presentan problemas de fertilidad se
encuentra alterado por la presencia de ciertos microorganismos considerados
como patégenos,

Palabras Clave: Infertilidad, flora vaginal, problemas reproductivos, bovinos,
bacterias aerobias.



Introducciéon

La infertilidad en el ganado bovino es un problema muy importante por ser la
principal causa de pérdidas en la produccion animal. La falla de una hembra
para producir un cria después del apareamiento o la inseminacion, por fallas
en la ovulacion, fecundacion o en el desarrollo del embrion reduce la
eficiencia de produccion por el aumento en el numero de dias requeridos
para lograr una concepcion, la infertilidad durante la época de reproduccion
reduce la probabilidad de que una vaca produzca una cria en la siguiente
temporada de pariciones (Warnick y Hansen, 2010). La fertilidad en las
vacas es afectada por muchos patégenos especificos y no especificos del
tracto genital

Para conocer las causas mas comunes por las que sucede un aborto dentro
de una explotacion es necesario definir este suceso, un aborto, es
comunmente definido como la pérdida de un feto entre los 46 y 260 dias de
edad (Hoving, 2009) el conocimiento de las causas por las cuales se produce
un aborto representa un reto; mientras que los agentes infecciosos son la
causa mas comun del aborto en los bovinos, hay otros factores que juegan
un papel importante que pueden hacer que una gran proporcion de las
gestaciones culminen en aborto. La temprana y correcta deteccién del
patégeno especifico involucrado en infecciones que resultan en aborto e
infertilidad, es esencial para implementar una eficaz intervencién (Njiroet al.,
2011)

En las zonas pecuarias que tienen climas tan extremos como el que existe
en la Comarca Lagunera,Hoving (2009) reporta que ademas de las causas
infecciosas existen otros factores que influyen en la fertilidad de un hato,
entre esos factores se encuentra el estrés calorico, este afecta la conducta
reproductiva en el ganado, y generalmente causa problemas de concepcién,
mas que abortos.

Este trabajo evaluara la flora patbgena que habita en la vagina de hembras
bovinas que presentan problemas de fertilidad, entre los que se encuentran:
abortos, repeticiones de celo, reabsorciones, entre otros.



[. Marco Teorico

La vagina es un 6rgano que posee diversas funciones: es el conducto
excretor del utero, es el 6rgano del coito, es el conducto del parto, su
permeabilidad permite el paso de medicamentos, tiene capacidad inmunitaria
y actia como medio de depuracion o defensa contra los microorganismos
(Alba y Silveira, 2006; Boscanet al, 2010). Y es aqui donde radica la
importancia del estudio de los microrganismos que habitan en dicho 6rgano,
ademas en el ambiente vaginal residen bacterias con potencial de
patogenicidad categoria 1, es decir, que causan frecuentemente
endometritis(Boscanet al, 2010).

Al igual que el resto del organismo este Organo presenta procesos que
actian a manera de defensa ante bacterias que ascienden al tracto genital,
siendo esta misma, una barrera fisica para evitar la proliferaciéon de
patdogenos hacia el resto del tracto reproductivo. Este 6rgano cuenta con
ciertos blindajes como: el moco secretado que actia como barrera fisiolégica;
la invasion de polimorfonucleares describe una barrera inmune en respuesta
a los desafios bacterianos y los procesos inflamatorios y como ultimo freno
para la defensa del tracto genital ante la invasion microbiana (Boscanet al,
2010).

La vagina de algunas especies animales como los rumiantes, la perra y la
mujer presentan una flora microbiana mixta, compuesta por microorganismos
aerobios, anaerobios facultativos y anaerobios estrictos. Esta mezcla incluye
a los saprofitos, patdégenos potenciales y oportunistas, ellos estan adaptados
al modo de vida no invasivo, determinados por las limitaciones del ambiente,
es decir, pueden proliferar y producir enfermedades si son introducidos en
localizaciones extrafias (Boscanet al, 2010).

Flora Normal.

El cuerpo de los mamiferos debido a que mantiene relativamente estable su
pH, temperatura y un aporte constante de nutrientes, provee un habitat
favorable para una gran cantidad y variedad de microorganismos.

La flora normal o microbiota esta compuesta de tipos relativamente fijos de
gérmenes, los cuales se encuentran consistentemente en un sitio dado a una



edad dada; si se trastorna, se restablece espontaneamente con rapidez. Su
presencia no es esencial a la vida, sin embargo, la microbiota residente de
algunos sitios y de algunas especies animales juega un papel definido en el
mantenimiento de la salud y de las funciones normales. Se le considera entre
los factores que condicionan la resistencia natural a las enfermedades
transmisibles (Fernandez, 2006). La flora microbiana normal del tracto
urogenital bovino estd compuesta de wuna dinamica mezcla de
microrganismos aerobios, anaerobios facultativos y anaerobios estrictos
(Otero et al., 2000). Aun habiendo condiciones similares dentro del
organismo de cada individuo existen otros factores como la dieta, la higiene,
manejo y la funcidon zootécnica que determinan la naturaleza de la flora con
la que ese individuo cuenta.

El tracto genital de las hembras posee flora bacteriana en casi toda su
extension, a excepciéon del utero, ya que alli por lo general no habitan
microorganismos, aunque esto puede variar de acuerdo con el estatus
inmunolégico del animal (Sanchez et al, 2011) y la etapa del ciclo estral en
la que se encuentre la hembra. Cada parte del tracto reproductivo tiene un
modo de defensa ante microorganismos que puedan interferir en el
mantenimiento de la homeostasis del todo; existen defensas uterinas como
las contracciones posteriores al parto, la involucién uterina y la secrecion de
hormonas como los estrogenos que favorecen la respuesta inmunitaria; asi
mismo el cérvix y sus secreciones juegan un papel fundamental en el
comportamiento reproductivo de los mamiferos (Ataet al., 2010), porque
ademas de proteger del paso de agentes patdégenos también juega un papel
fundamental en la deteccion del celo, la evaluacién del estado reproductivo y
el mantenimiento del ambiente estéril del Utero.

La vagina por ser la parte del tracto reproductivo mas expuesta, posee mayor
namero de bacterias (Sanchez et al, 2011). Bajo condiciones normales, este
ambiente es estable, protegiendo al hospedador del atague de
microrganismossaprofiticos patdégenos o potencialmente patégenos (Otero et
al., 2000).

Existen diferentes tipos de microbiota dentro del organismo. Hay flora
residente, transitoria u oportunista, si existe alguna alteracién los
microorganismos transitorios pueden responder aprovechando la situacion,
es decir, proliferar y producir una enfermedad (Fernandez, 2006).



Factores que la Alteran.

Bajo condiciones naturales, el ambiente de la vagina bovina, no permite la
proliferacion excesiva de microorganismos patdgenos o saprofitos
potencialmente patdgenos, debido a que este ambiente sufre variaciones en
cuanto a temperatura, humedad, pH, presencia de nutrientes, sustancias
inhibitorias, entre otras (Boscanet al, 2010).

Los microorganismos habituales de la vagina llegan a ser patdgenos cuando
los animales han comprometido su sistema inmune, debido a la tensién
causada por varios factores tales como cambios bruscos de temperatura, la
malnutricién, la gestacion y el parto (Rocha et al, 2004). Existen, ademas,
muchos factores que alteran la flora normal de un organismo, pero entre los
mas importantes destacan principalmente:

La ubicacion de la vulva en el ambiente externo que favorece la llegada
de los microorganismos a la vagina (Rocha et al, 2004).

e Los cambios en el pH.Se ha observado que el pH de la vagina de la vaca
sana oscila entre valores de 6,92 + 0,51 (Alba y Silveira, 2006) si se
presentan valores diferentes a estos, entonces la flora vaginal se vera
afectada.

e La exposicion a agentes antimicrobianos, lo que favorece las sobre
infecciones por bacterias patégenas resistentes y hongos. La via de
administracion y las caracteristicas farmacocinéticas de la droga, son
factores que condicionan el cambio de ese ecosistema (Fernandez, 2006)
es por esta razéon por la que debe haber un diagnéstico correcto para
aplicar un tratamiento que cumpla con la funcién de recuperar la salud del
animal sin afectar gravemente el estado del ecosistema.

e El parto es un factor que contribuye a la alteracion de la flora normal,
debido a que durante este suceso existen condiciones Optimas para que
muchos gérmenes de la poblacion bacteriana normal exacerben su
virulencia acompafnados por otros microorganismos del medio externo y
originen un cuadro infeccioso cuando el mecanismo fisioldgico de defensa
en el ambiente uterino esta alterado (Fernandez, 2006).

e La higiene durante el parto y el puerperio (periodo fisioldgico que tiene
lugar después del parto, este proceso se caracteriza por el regreso del



atero a su condicion normal previo a la gestacion, esto ocurre por
eliminacion, disolucion y reabsorcibn decidual que determina
evidentemente disminucion del volumen del érgano) son imprescindibles
para la salud reproductiva de las hembras (Fernandez, 2006).

e Las intervenciones como la inseminacion artificial, el coito y los examenes
obstétricos, incrementan el riesgo de introduccion de bacterias en el Utero
(Gonzalez et al, 2007).

Un factor que favorece la alteracion de la composicion de la flora propia del
aparato genital, es el mal manejo que hay hacia el animal. En ocasiones el
maltrato persistente durante la movilizacién entre corrales o areas de la
explotacion lleva a producir lesiones a nivel de vulva y periné que traen como
consecuencia un deficiente cierre del vestibulo vaginal, lo que unido a la
contaminacion con restos fecales, facilita la aparicion de procesos
infecciosos en el aparato reproductor (Fernandez, 2006).

Ademas, si las vacas son sometidas a condiciones de estrés o insuficiencia
alimentaria, su resistencia general y defensas inmunolégicas se debilitan, la
flora puede pasar inadvertida y desarrollarse la infeccion.

Desde el punto de vista endocrinolégico e inmunolégico, se sabe que los
mecanismos de defensa uterinos son inadecuados durante el diestro, por lo
tanto, la funcién de los leucocitos polimorfonucleares esta suprimida cuando
se incrementan los niveles de progesterona y se intensifica frente a altos
niveles de estrégenos (Fernandez, 2006).

Consecuencias de la Alteracion.

Quiz& una de las consecuencias mas graves para la industria lechera es la
afectacion a los pardmetros reproductivos y productivos en general. Al
presentarse problemas de esta indole como reabsorciones embrionarias,
abortos (tempranos o tardios), metritis, nacimiento de crias muertas o débiles
y muertes perinatales, entre otras, lo que en dltima instancia afecta la
fertilidad del hato (Gonzalez et al, 2007), esto provocado por la afectacion al
equilibrio del ambiente en el que se desarrollan estas bacterias, que a menos
gue produzcan toxinas o penetren en grandes cantidades, solo pueden influir
en la fertilidad cuando se retienen durante largos periodos a causa de un
retraso en la involucion del utero (Bavera, 2005) o en el caso de los



gérmenes que forman parte de la microbiota natural residente o transitoria
del aparato reproductor sin producir trastornos, pueden transformarse en
patégenos cuando la resistencia local y general del animal se debilita y se
rompe el equilibrio biolégico (Ferndndez, 2006) lo que se refleja en un
periodo de dias abiertos muy prolongado, impidiendo que se cumplan las
metas y parametros reproductivos de la explotacion.

Microorganismos que Forman Parte de la Flora.

Como ya se menciond, en el tracto reproductivo existe una poblacion de
microorganismos muy amplia que esta sujeta a las condiciones ambientales
qgue le son proporcionadas por su hospedador, y son exclusivas del érgano
en el que habitan, que en este caso es la vagina. Se incluyen
microorganismos de tipo viral, micético y bacteriano.

Entre los virus que mas se relacionan con problemas reproductivos se
encuentran principalmente:

El Virus de la Diarrea Viral Bovina (DVB), este virus tiene tropismo a una
gran variedad de sistemas como el respiratorio, gastrointestinal y el
reproductivo. La enfermedad reproductiva inducida por el virus de DVB
puede manifestar fallas en la fertilizacion, muerte embrionaria temprana,
regresion embrionaria, aborto, momificaciones y muerte fetal perinatal (Meza-
cruz, 2010) si una vaca que no ha sido inmunizada es expuesta a este virus
en el primer trimestre de gestacion, puede ocurrir una muerte embrionaria
temprana o un aborto y si el feto no es expulsado del Utero, este podria
encontrarse momificado. Si el feto es expuesto a DVB entre los 42 y 125 dias
de gestacién, y no muere, este podria nacer como "persistentemente
infectado”. Si el feto esta expuesto en el Utero durante el dltimo trimestre, el
virus podria no afectarlo, excepto que naceria con anticuerpos del virus en la
sangre. (Hoving, 2009).

Otro agente viral de importancia en la reproduccion es el Virus de la
Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR). Es el agente causal de una
contagiosa enfermedad, que produce una variedad de sindromes, de los
cuales los mas comunes son enfermedades respiratorias (neumonia, "nariz
roja") este sigue siendo el diagndstico mas comun en el caso de abortos
virales. (Hoving, 2009).



De la misma familia viral el Herpesvirus Bovino tipo IV ha sido aislado de
ganado clinicamente sano y de los que tienen desordenes respiratorios,
metritis, abortos, mastitis, encefalitis, vulvovaginitis y lesiones en la piel (Gur
y Dogan, 2010).

Entrando al tema de bacterias aisladas del tracto reproductivo se han
encontrado:

Streptococcussp. Se ha relacionado con diversos problemas reproductivos
en bovinos, entre los que se encuentran: cervicitis, metritis y aborto; las
enfermedades reproductivas postparto causadas por esta Dbacteria
comprometen la eficiencia reproductiva (Sanchez et al., 2011)

Staphylococcussp. Existen especies de esta bacteria que se encuentran de
manera normal en la piel y mucosas, tal es el caso del S. epidermidis que es
integrante de la flora normal de piel pero produce infecciones crecientes de
piel y anexos, colonizando cuerpos extrafios y también es causa de
infecciones profundas en hospedadores inmunocomprometidos (Seija, 2006),
por su parte el S. aureus es el responsable de una amplia gama de
infecciones agudas y cronicas. El primer paso de las infecciones por S.
aureus es la adherencia a las superficies y colonizacién de tejidos del
organismos infectado (Cucarellaet al., 2005).

Lactobacillussp. Crece generando un beneficio para su hospedero, debido
a que la produccién de acido lactico reduce el pH, contribuyendo a la
disminucién o al retraso del crecimiento de otro tipo de flora potencialmente
patégena (Sanchez et al., 2011; Samaniego y Sosa, 2000)

Pseudomonasp. Es un bacilo Gram negativo que produce mastitis, aborto,
artritis e infecciones en piel. Posee la capacidad de adaptarse a distintos
medios nutricionales, de tal forma que es capaz de utilizar una gran variedad
de sustancias como nutrientes para rendir energia y permitir su crecimiento
(Tortone y Lucchesi, 2005). P. aeruginosaes el patdgeno mas importante
dentro del género Pseudomonas, teniendo en cuenta la cantidad y tipos de
infecciones (invasivas y toxigenas) que produce, asi como la morbilidad y
mortalidad que ocasiona. Es un patdgeno oportunista que se presenta
cuando los mecanismos de defensa del hospedero estan alterados,
suprimidos o comprometidos (Martinez et al., 2001)



Klebsiellasp.Se ha clasificado como flora uterina normal. No es un patdgeno
asociado con problemas reproductivos, simplemente se considera como flora
acompafante del Utero de vacas donadoras de embriones (Sanchez et al.,
2011)

Proteussp. Esta ampliamente distribuido en el medio ambiente y ha sido
aislado del intestino de mamiferos, aves y reptiles; también puede colonizar
el tracto urinario bajo ciertas circunstancias, donde es considerado como un
patégeno oportunista (Manos y Belas, 2006).

Histophilussomni causa inflamaciéon en el aparato genital de las vacas,
asociada con un complejo de enfermedades de los bovinos como la
meningoencefalitis tromboembdlica, bronconeumonia, infertilidad,
endometritis, aborto, nacimiento de becerros débiles, reabsorciones
embrionarias, cervicitis y vaginitis, aunque también puede colonizar la
mucosa genital sin causar dafio (Aguilar et al., 2012)

P. multocidase encuentra formando parte de la flora respiratoria de muchos
animales (gatos, perros, ratas, conejos, aves de corral), sin embargo, puede
causar hemorragia en ganado vacuno, cOlera en aves acuaticas y muchas
otras formas de infecciones primarias u oportunistas (Ginebra y Leiva, 2001).

Clamidiasp.es una bacteria intracelular obligada, Gram negativo que causa
un amplio rango de enfermedades en humanos, otros mamiferos y en aves.
La infeccion con Clamidias en el ganado bovino ha sido asociado con
desordenes reproductivos entre los que se incluyen abortos, endometritis,
repeticion de celos, vaginitis, crias débiles y mortalidad perinatal (Godinet al,
2008).

E. coli. Esta bacteria coloniza el intestino pocas horas después del
nacimiento y se le considera un microorganismo de flora normal, pero hay
cepas que pueden ser patdgenas y causar dafio produciendo diferentes
cuadros clinicos (Rodriguez -Angeles, 2002). Se puede aislar unos dias
después del parto, con un porcentaje del 36% el cual se ha relacionado con
contaminacion de los machos. En Argentina, se reporto el aislamiento del
microorganismo en un 29% de vacas que presentaron problemas del tracto
reproductivo como metritis y descargas uterinas con olor fétido (Sanchez et
al., 2011)



Trueperellapyogenes. Este microorganismo crece bajo condiciones
aerobias y anaerobias, pero su crecimiento optimo es obtenido en una
atmosfera enriquecida con dioxido de carbono (Jost y Billington, 2005). Esta
bacteria puede alojarse hasta 21 dias post parto, generando una severa
endometritis, lo que usualmente termina en infertilidad (Sanchez et al., 2011)

Entre estas bacterias existen algunas asociaciones que hacen que un
organismo no patégeno se convierta en patdgeno; tal es el caso de T.
pyogenes con E. coli que son causantes de infecciones uterinas postparto en
bovinos (Sanchez et al., 2011), ademas de esta asociacion, se sabe que T.
pyogenes necesita previamente la accidn sinérgica de otras bacterias
anaerobias, gram negativas obligadas como Fusobacteriumnecrophorum,
causando entonces severas endometritis con marcada destruccion celular
(Fernandez, 2006). Las bacterias patdogenas como E. coli estimulan la
secrecion de prostaglandina E2 en cultivos de células endometriales y en
explantes de tejidos in vitro, lo que puede afectar la funcién del cuerpo luteo
(Williams et al., 2007) y por ende el mantenimiento de la gestacion,
produciendo de esta manera un aborto..

Otra asociacion ocurre entre T.pyogenes, Bacillus, Streptococcussp. Por lo
general estos organismos llegan a la placenta y al feto por medio del sistema
circulatorio. Mientras que estas bacterias pueden no causar signos de
enfermedad en la vaca, el feto parece ser mas susceptible, en gran parte por
su inmaduro sistema inmune. Algunos datos de laboratorio sugieren que
estas bacterias son las mas comunmente identificadas en los abortos por
agentes bacterianos en ganado lechero (Hoving, 2009)

La microbiologia normal de la vagina estd compuesta en su mayoria por
bacterias y en una menor proporcion por hongos (Boscanet al, 2010) entre
los aislamientos méas frecuentes se encuentran: Aspergillus, Candiday
Penicillium. Es dificil realizar un diagndstico que sugiera que el problema
sea de tipo micatico, debido sobre a todo a que la toma de muestras en estos
procesos presenta dificultades, impidiendo corroborar que el suceso sea de
tipo micotico, en el caso de un aborto, por ejemplo, la posibilidad de
contaminacion fungica del feto (Garcia y Blanco, 2000).

Ademas de los agentes infecciosos ya mencionados hay anormalidades en el
desarrollo animal que producen fallas reproductivas, estas pueden ser de
origen anatémico, tal es el caso del freemartinismos que resultan en hembras
estériles por una causa fisica, estas hembras pueden presentar un Gtero con



endometrio mas pequefo de lo normal, ausencia de tejido ovarico funcional y
exteriormente presentar genitales de apariencia normal (Meza-cruz, 2010).

La region Lagunera de los Estados de Durango y Coahuila, conocidos como
una cuenca lechera, basan gran parte de su economia en las ganancias
obtenidas por las explotaciones ganaderas, mayormente lecheras, es por eso
gue es necesario realizar estudios para investigar que agentes infecciosos se

encuentran involucrados en casos de infertilidad dentro de la region.
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[1. Objetivo

Este estudio tiene como finalidad determinar la presencia de
microorganismos bacterianos aerobios, aislados de vaginas de hembras
bovinas con historial de problemas de tipo reproductivo.

[11. Hipotesis

Las bacterias aerobias habituales de la flora vaginal en hembras bovinas
difieren de la flora bacteriana presente en aquellas que presentan problemas
de fertilidad.

[V.Materiales y Métodos

Sitio de Estudio

El estudio fue realizado en el centro de crianza “El Refugio”, localizado en la
carretera San Ignacio en el municipio de Gémez Palacio, Durango; el cual
cuenta con una poblacion total de: 3204 hembras, de las cuales solo

944estanen edad reproductiva.

Muestra.

Se analizaron un total de 50 hembras de bovino, raza Holstein, que cumplian
con algunos de los siguientes criterios de inclusion: 1) mas de tres servicios
sin concepcioén, 2) reabsorcion embrionaria, 3) abortos (tempranos o tardios)
y4) repeticion de celos en su historial. En el cuadro 1 se muestran las
patologias que presentaban las hembras bovinas al momento de la

recolecciéon de la muestra.
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Cuadro 1. Patologias presentes al momento de la toma de muestra.

Patologia No. %
Aborto 21 42
Repetidora 24 48

Vacias 4 8

Reabsorcion 1 2
Total 50 100

El rango de edad de las hembras muestreadas es poco amplio, las edades

abarcan entre los 12 a 15 meses, distribuidas conforme muestra la Figura 1.

8
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6
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4 .5 d /_. .5 Z- fﬁ/7

12 13 14 15

Edad en meses

m Abortadas ® Repetidoras m Vacias

Figura 1. Edad de las hembras bovinas al momento de la recoleccion de muestras

Se consideran reabsorciones a los casos en que las hembras hayansido
diagnosticadas como gestantes con un tiempo menor de 35 dias y
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presentaron celo posteriormente. Para el caso de abortos tempranos, se
incluyeron las hembras que fueron diagnosticadas gestantes con un tiempo
mayor de 35 dias y posteriormente presentaron celo sin evidencias de fetos
abortados. Estas situaciones se tomaron de las evaluaciones reproductivas
rutinarias llevadas a cabo en la explotacion, asi como del software utilizado

para administrar los registros del establo.

Recoleccion y Transporte de Muestras

Los animales fueron seleccionados durante la revision diaria, los que
cumplian con los criterios de inclusion fueron separados del resto de los
animales del corral y llevados a una manga para restringir sus movimientos.
Se procedio a lavar el area anal, vulvar, region perineal y la base de la cola
con agua limpia, jabon y un cepillo de cerdas suaves. Se aplicé una solucion
desinfectante a base de cloruro de benzalconio, eliminado el exceso de
liquido con papel absorbente. Una vez desinfectada el area se procedio a
tomar la muestra, es decir, un hisopado vaginal. Se acoploun hisopo estéril
de 15 cm de longituda una funda sanitaria nueva, de las que se emplean
dentro de la misma explotaciéon para proteger la pipeta de semen durante la
practica de la inseminacion artificial; se introduce entre los labios de la vulva,
cuidando que no toque ninguna superficie, a base de movimientos rotatorios
se procedi6 a pasar el hisopo por las paredes de la vagina, una vez realizado
el hisopado la muestra se introduce inmediatamente después en untubo de
ensaye previamente rotulado con el nimero de identificacion del animal y
con medio de transporte para preservar los microorganismos aerobios (medio
Stuart), este se cierra y se mantiene en refrigeracion durante su traslado y

hasta su procesamiento, que no excede un tiempo de una hora.

A todas las muestras obtenidas se les hace un extendido previo a su cultivo
(frotis directo) y se prosigue con la tincion de Gram para determinar qué tipo

de bacterias son las que pueden estar presentes en el cultivo.
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Cultivo.

Las muestras fueron analizadas en el Laboratorio de Microbiologia de la
Unidad de Diagnéstico de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro,

Unidad Laguna.

Todas las muestras recolectadas se sembraron en Agar sangre, agar sal y
manitol, agar eosina y azul de metileno y agar McConkey, bajo condiciones
previamente estandarizadas. Se incubaron por 24 horas a temperatura
promedio de 36° C. Posteriormente se determind el crecimiento bacteriano
evaluando las caracteristicas macroscopicas(tamafo, forma, borde, color,
superficie y tipo de hemolisis) y microscopicas de cada una de las colonias
por tincibn Gram. Ademas de realizar aislamientos en agar para métodos
estandar y agar bilis rojo violeta, de cada una de las colonias que crecieron
en los medios antes mencionados, para realizar las pruebas bioquimicas
necesarias para la correcta identificacion de los microorganismos Gram

negativos.

Pruebas Bioquimicas.

Las pruebas empleadas son las que sugiere Mac Faddin (1980). Se realiz6 la
prueba de catalasa que tiene como propésito  diferenciar
Streptococcussp.deStaphylococcussp. ya que ambos son cocos Gram
positivos. Asi como las principales pruebas empleadas para la diferenciacién

de las bacterias aerobias, que conforman la familia de las enterobacterias.

e TSI (Agar Hierro Triple Azucar), esta prueba muestra la produccion de
acido sulfhidrico, la habilidad de los microorganismos para fermentar
azucares (glucosa, lactosa y sacarosa) asi como su capacidad de

producir gas.
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e MIO (Motilidad IndolOrnitina), determinar si un organismo es movil o
no y demuestra la capacidad del organismo para dividir el indol de la

molécula de triptéfano con ayuda del reactivo de Kovac.

e LIA (Agar Lisina), utilizamos esta prueba para confirmar Ila

fermentacién de glucosa.

e Urea. Determina la habilidad de un organismo para dividir la urea por

medio de la enzima ureasa, formando moléculas de amoniaco.

Grupo Control

Paralelo a este trabajo se realiz6 un estudio en el que se determiné la flora
normal presente en vaquillas virgenes (no expuestas a inseminacion artificial

y/o toro).

V. Resultados

Una vez realizados los muestreos y laspruebas necesarias para determinar el
tipo de microorganismos aislados por medio de los hisopados vaginales, se

obtuvieron los aislamientos reflejados en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Frecuencia de bacterias aerobias aisladas de vaginas de hembras con
problemas reproductivos.

Genero Frecuencia Total de Vacas %
Trueperellapyogenes 6 50 12
Bacillusspp. 9 50 18
Enterobacterspp. 11 50 22
Escherichiacoli 27 50 54
Klebsiellaspp. 18 50 36
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Proteusspp. 3 50 6
Salmonellaspp. 8 50 16
Shigellaspp. 4 50 8
Enterococcusspp. 3 50 6
Mannheimiahaemolytica 7 50 14
Pasteurellamultocida 4 50 8
Pseudomonaspp. 10 50 20
Pseudomonaaeruginosa 12 50 24
Staphylococcusspp. 25 50 50
Streptococcusspp. 20 50 40

En cuanto a las bacterias aisladas a partir del tracto reproductivo, estas se
clasifican en cuatro grupos principales (Sanchezet al., 2011) que son:
bacterias Gram positivas, Gram Negativas, Acido-alcohol resistentes y
bacilos esporoformadores; en este estudio obtuvimos incidencia en solo tres
de estos grupos (Figura 2).

4%

H Acido-alcohol resistentes
M Gram Positivas

i Gram Negativas

Figura 2. Grupos de bacterias aisladas a partir de hisopados vaginales obtenidos de
hembras bovinas con problemas reproductivos.

Un aislamiento importante fue el del grupo de las Gram negativas en el que
se incluye a la familia Enterobacteriaceae; en el presente estudio se destaca
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la presencia de: E. coli y Klebsiellasp.que como ya se hizo mencion son de
las principales bacterias aisladas en este trabajo, es por eso que tomamos
en cuenta que del 62% de aislamientos de bacterias Gram negativas el
porcentaje de Enterobacterias corresponde al 42.3% de las cuales se indica
el numero de aislamientos y el porcentaje correspondiente a cada género en
el cuadro 3.

Cuadro 3. Frecuencia de bacterias de la familia Enterobacteriae aisladas a partir de
hisopados vaginales de bovinos que presentan problemas reproductivos.

Familia

Enterobacteriae Aislamientos Porcentaje

Enterobactersp. 11 6.6%
E. coli 27 16.1%
Klebsiellasp. 18 10.7%
Proteussp. 3 1.8%
Salmonella sp. 8 4.8%
Shigellasp. 4 2.4%
71 42.3%

De esta manera observamos que el grado de incidencia que muestran las
Enterobacterias dentro de los aislamientos realizados es muy alto ocupando
un alto porcentaje de importancia dentro de este estudio.

VI. Discusiéon

Dentro de la flora bacteriana existen microorganismos que son residentes
normales y bacterias consideradas como patégenas y/o oportunistas que
pudieran estar generando problemas de tipo reproductivo que afectan la
productividad del hato muestreado.

El tema de la reproduccién es de suma importancia dentro de la industria
lechera, diversos autores han evaluado la presencia de bacterias que puedan
afectar la productividad y eficiencia reproductiva de un hato; tal es el caso de
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Williams (2007) que en uno de sus estudios comprueba que la alianza entre
E. coli y T. pyogenes, que en este estudio tienen una incidencia del 54% y
del 12% respectivamente, generan una endometritis clinica posparto, ambas
bacterias tienen una accion sinérgica, E. coli domina el Utero hasta por 14
dias posparto haciendo que la susceptibilidad del endometrio a una infeccién
con T. pyogenes sea mayor, lo que deriva en una infertilidad debido a que los
animales que contienen este patégeno en el utero por mas de 7 dias
presentan una perturbacion en el crecimiento y funcién del foliculo ovérico, y
en animales que ovularon el cuerpo liteo es mas pequefio y por lo tanto
producen menos progesterona.

Referente a E. coli un estudio realizado en Cuba (Fernandezet al., 2006) se
encontré6 que la frecuencia de aislamiento obtenido a partir del cérvix de
hembras bovinas en periodo puerperal fue de un 38.6% cifra que esta por
debajo del porcentaje de aislamiento obtenido en este experimento (54%).

Con respecto al resto de los miembros de la familia Enterobacteriaceae, es
decir, Klebsiellasp. yShigellasp. que tienen una frecuencia de ocurrencia en
el presente estudio, de 36% y 8% respectivamente, estas dos bacterias han
sido reportadas como patégenos uterinos reconocidos yse sabe que impiden
el desarrollo del embrion, produciendo abortos infecciosos, que de forma
esporadica se llega a conocer el verdadero agente causal, dejando de lado la
prevencion que podria tenerse. Sanchez (2011) ejecut6 un estudio en el que
a partir de lavados uterinos realizé la identificacion de microorganismos
bacterianos; en dicho estudio la incidencia de Klebsiellaspp.16.66%, lo que
coincide con resultados obtenidos por Gonzalez (2007) en donde la
ocurrencia de aislamiento fue de 16.4%, porcentaje que es muy bajo a
comparacién del 36% que obtuvimos en este estudio.

Los Streptococussp. son agentes infecciosos que se pueden transmitir
facilmente por el liquido seminal,causando infecciones uterinas y problemas
inflamatorios como endometritis y metritis,llegando a ser en ocasiones
purulentas por la asociacién con otras bacterias osimplemente por la alta
colonizacion de éstas,se determind que esta bacteria puede llegar a ser
microbiota normal de secreciones cérvico-uterinas de vacas clinicamente
sanas, ademas de estar presente en infecciones puerperales luego de los
primeros 15 dias post-parto (Sanchez, 2011), por su parte Panangala (1978)
obtuvo un 66% de aislamientos a partir de la evaluacion de moco vaginal en
hembras bovinas que presentaban repeticion de celos, este resultado se
asemeja al obtenido en este estudio donde se posiciona a los estreptococos
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en el tercer lugar de los microorganismos mayormente aislados con una
significancia del 40%.

Durante el periodo puerperal se presenta un amplio espectro de
contaminantes ambientales que también son considerados como
microorganismos oportunistas tal es el caso de
lasPseudomonasspp.yStaphylococcusspp. El hallazgo de Pseudomonaspp.
puede ser una de las causas de la ocurrencia de metritis séptica y que en
muchos casos estd asociada a la retencion de membranas fetales
(Gonzalezet al., 2007). La ocurrencia de Pseudmonaspp. durante este
estudio es de es de un 44%siendo esta la segunda bacteria mas aislada a
partir de hisopados de hembras vacunas con problemas reproductivos en
este estudio.

De las 50 vacas analizadas24 o sea un 48%, fueron repetidoras de celo; es
posible quela endometritis subclinica se encuentre entre las causas que
pudieran llevar a estas vacas a fracasar en la gestacion y repetir celos,
siendo dificil este diagndstico ya que los signos clinicos, suelen pasar
desapercibidos. Tampoco es facil detectarla por examen rectal,lo que
concuerda con Gonzélezet al. (2007), quienes sefialan que el estudio
bacteriol6gico del mucus uterino no refleja el estado del endometrio por lo
que hubiera sido necesaria la realizacion de estudios histopatolégicos para
confirmar estos hallazgos.

VII. Conclusion

La importancia de aislar estos gérmenes radica en la capacidad que tienen
para producir afecciones en el tracto reproductivo, tales como la endometritis
que pueden ser originadas por un mal manejo por parte del personal
encargado del manejo reproductivo de los animales

En el presente estudio se aislaron bacterias que, a pesarde pertenecer a la
flora normal de la vagina, estan descritas como patdgenas oportunistas, es
decir, en situacionesfavorables causaran infecciones y otras descritascomo
saprofitas, es decir, raramente causaran infecciones. Estasafirmaciones,
permiten tomar en cuenta la flora vaginal enmomentos donde la vaca
enfrente situaciones adversas durantey después del parto como distocia,
retencion placentaria,cervicitis, vaginitis, metritis, endometritis y piometra; la
realizacion de este estudio permite plantear un panorama acerca de cuales
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son las bacterias que estan presentes en los animales para de estamanera
reunir herramientas terapéuticas y de manejo para curary prevenir estas
patologias reproductivas y minimizar losefectos desfavorables sobre la
eficiencia reproductiva y la produccioénde leche.

Si compararamos los resultados reflejados en este estudio, con los obtenidos
con los del grupo control, que son una variable de estudio, observamos que
hay una diferencia notable en la frecuencia de ocurrencia de la aparicion de
los diferentes géneros de bacterias aislados. Esto significa que hay una
poblacion residente de bacterias “normal” en las paredes vaginales tanto en
las vaquillas que no han sido expuestas a toro y/o inseminacién artificial y en
las hembras que presentan problemas de abortos, repeticion de celo y entre
las que se encontraron vacias.

Este estudio refleja una alta carga bacteriana potencialmente patdgena;
comparada con la que se obtuvieron en diferentes experimentos realizados
por otros autores. Este hallazgo sugeriria la presencia de una endometritis
que deberia ser diagnosticada por los médicos encargados del manejo
reproductivo de estas hembras. Tendria que llevarse a cabo un examen
vaginal y otro rectal, en los que se evaluaria el estado de la mucosa a lo
largo de la vagina y de la que se encuentra alrededor del orificio cervical,
ademas de evaluar la situacion, simetria, consistencia y tono de los cuernos
uterinos y de la textura ovarica, comparando estos resultados con el aspecto
de las secreciones vaginales al realizar estimulacidén cervical por palpacion
rectal.

VIII. Recomendaciones

Una vez concluido este estudio y habiendo observado que la poblacién
bacteriana que habita en la porcion vaginal del tracto reproductivo de
hembras bovinas que presentan problemas de fertiidad se encuentra
alterado por la presencia de ciertos microorganismos considerados
patdogenos, me permito dirigir estas recomendaciones. Hay tres aspectos
primordiales en los que no se esta prestando la atencion necesaria.

1. Bioseguridad

Este aspecto es basico para obtener una buena productividad. Es necesario
el uso de protocolos que permitan realizar un buen manejo de la parte
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biolégica dentro de la explotacion desde el uso de guantes hasta como es
que se desechan los viales que en algiin momento contuvieron farmacos, las
pajillas de semen. Es de trascendental importancia la limpieza de las mangas
de palpacion y deméas implementos que entren en contacto con el conducto
vaginal, para evitar que los patdégenos que se puedan adquirir por medio de
la manipulacién reproductiva o de cualquier otro ende se propague en el hato
y cause serios problemas reproductivos.

2. Instalaciones

Previo a la realizacion de este estudio constatamos que el estado en el que
se encuentran las instalaciones de la explotacion no son las mas favorables
para una Optimaproduccion. Hay que poner en practica la rehabilitacion de
pilas de agua, sombras, puertas de los corrales, comederos, etc. Esto para
reducir los accidentes que se producen por la desatencion en la que se
encuentran las instalaciones en general

3. Manejo reproductivo

La importancia de aislar estos gérmenes radica en la capacidad que tienen
para producir afecciones en el tracto reproductivo tales como la endometritis
que pueden ser originadas por un mal manejo por parte del personal
encargado del manejo reproductivo de los animales y que puede
desencadenar una mala conducta reproductiva en la hembra vacunay por
ende reflejandose en los parametros productivos del hato completo que al
final se reflejan en costos de produccién y reduccién de las ganancias. El
hecho de iniciar el manejo reproductivo a una edad adecuada es de vital
importancia para evitar los gastos generados por una inseminacion realizada
antes de tiempo.
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