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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo de investigacion fue identificar las bacterias
presentes en leche de cabras sanas y con mastitis clinica o subclinica. Se
trabajaron con 56 animales de rebafios del Estado de San Luis Potosi y con 55
animales de rebafios del Estado de Coahuila. De cada cabra se obtuvieron
muestras de leche. Se realizé cultivo bacteriologico, y los aislamientos fueron
identificados mediante pruebas bioquimicas. Se utilizé la técnica de Kirby Bauer
para conocer la susceptibilidad a los quimioterapéuticos. Un total de 95/111
muestras (85.58%) presentaron crecimiento bacteriano y en ocho hubo
contaminacion, dando un total de 87 muestras. De Coahuila, 55/55 (100%)
muestras presentaron crecimiento y de San Luis Potosi las muestras con
crecimiento fueron 40/56 (71.42%). Los géneros bacterianos aislados con mayor
frecuencia en los dos estados fueron Staphylococcus chromogenes 12/87
(13.79%), Staphylococcus simulans 9/87 (10.34%), Staphylococcus xylosus 9/87
(10.34%), Staphylococcus lentus 8/87 (9.19%), Staphylococcus hominis 5/87
(5.74%), Pasteurella haemolytica 10/87 (11.49%), entre otros. Para lograr la
identificacion del género bacteriano causante de mastitis se utilizaron pruebas
bioguimicas y el sistema API Staphylococcus y API Streptococcus.

Palabras clave: Mastitis, cabras, Staphylococcus coagulasa negativa,

Streptococcus, Susceptibilidad a los quimioterapéuticos.



ABSTRACT

The objective of this work of investigation was to identify the present milk bacteria
of healthy goats with clinical or subclinical mastitis. 56 animals from San Luis
Potosi and 55 animals from Coahuila. From each goat milk samples were
obtained, bacteriological culture was realised, and the isolations were identified by
means of biochemical tests. The technique of Kirby Bauer was used to know the
susceptibility the antibiotics . A total of 95/111 samples (85.58%) presented
bacterial growthand in eight they only grew contaminated. Reason why only 87
samples worked. In Coahuila the samples that presented growth were 55/55
samples (100%) and in Potosi San Luis the samples with growth were 40/56
samples (71.42%). The isolated bacterial sorts most frequently in both states were:
Staphylococcus chromogenes 12/87 (13.79%), Staphylococcus simulans 9/87
(10.34%), Staphylococcus xylosus 9/87 (10.34%), Staphylococcus lentus 8/87
(9.19%), Staphylococcus hominis 5/87 (5.74%), Pasteurella haemolytica 10/87
(11.49%), among others. In order to obtain the identification of the bacterial sort
mastitis cause biochemical tests were used and the system API Staphylococcus y
API Streptococcus. Test of susceptibility to the quimioterapéuticos was realized, to

each one of the isolations.

Key words: Mastitis, goats, Staphylococcus coagulase negative, Streptococcus,

Susceptibility to the antibiotics.



INTRODUCCION

México es el primer productor de ganado caprino (Capra hircus) en América Latina
con mas de 9 millones de cabezas, seguido de Brasil. Se estima que
aproximadamente 150,000 productores a nivel nacional dependen total o
parcialmente de esta especie. El fenotipo predominante en la zona es el criollo que
proviene del cruzamiento de los animales criollos con las razas Anglo-Nubia y
Alpina (Medrano, 2000).

La produccion de leche de cabras es una actividad rezagada tecnolégicamente en
comparacion con otras especies ganaderas, ya que falta informacion acerca de los

niveles de produccién y estado sanitario de esta especie (Bazan et al., 2009).

La produccion de leche caprina no es facil de medir, ya que en muchas regiones
productoras gran parte de ella se usa directamente en los hogares. Se estima que
la produccién mundial es de 11 millones de toneladas anuales, con una amplia
distribucion, alcanzando el 30% en Africa, 3% en América del Norte y Central, 4%
en América del Sur, 59% en Asia, 3% en Europa, menos del 1% en Oceania y el
1% en Rusia (Garces y Concha, 2005).

La mastitis causa un gran impacto econémico en el bienestar animal asi como
también en la producciéon (Ciftci et al., 2009); ademas de que la leche mastitica
contiene algunos agentes causales que son patdgenos para humanos (Zuluaga et
al., 2010). La primera consecuencia de la mastitis es una disminucién de la

produccion de leche (Serrano et al., 1998).

En México hay escasa informacion sobre la etiologia que afecta la leche de cabra,
por tal motivo el propdsito de este trabajo de investigacion es dar a conocer los
diferentes microorganismos que se encuentran en la leche de cabras lecheras con

y sin mastitis, asi como también, a que antibidticos son sensibles.



ANTECEDENTES
Factores que influyen en la presentacion de mastitis

La mastitis es la inflamacién de la glandula mamaria en cabras lactantes que
puede ser aguda o cronica, producida por diversas causas Yy caracterizada por

cambios fisicos, quimicos y patolégicos (Tardaguila y Gonzalo, 1999).

Existen varios factores que influyen en el tipo y frecuencia de los microorganismos
causantes de mastitis como son: higiene en el ordefio, etapa de lactacion,
ubicacion geografica, manejo, numero de lactaciéon (Ndegwa et al., 2001).

1. Higiene en la ordefa

Equipo. La persistencia bacteriana extramamaria se debe principalmente a fallas
en las técnicas de higiene que se aplican durante el ordefio, una mala
desinfeccién de maquinas, un mal uso de selladores o bien falta de la rutina de

sellado (Bergonier et al., 2003).

Durante el ordefio si la pulsacion causa excesivas fluctuaciones de vacio,
principalmente a través de deslizamientos o caidas de pezoneras, podria
favorecer el fenomeno de “impacto” o “flujo inverso” por el cual los gérmenes

pueden ser introducidos directamente en la cisterna del pezon (Diaz et al., 1999).

Después del ordefio, el canal del pezén permanece dilatado por una o dos horas e
inclusive, el canal del pezon dafiado puede permanecer parcialmente o
permanentemente abierto. Los organismos del ambiente (materia fecal, cama,
etc.) o aquellos que se encuentran en lesiones de la piel en la punta del pezon,

pueden invadir facilmente y abrir total o parcialmente el canal (Guerra, 2006).

Manualmente. Cuando el ordefiador no realiza bien la desinfeccion de los
pezones de las cabras, cuando ordefia cabras con mastitis primero y después a
las sanas, o si usa perolas, cubetas mal lavadas o instrumental en malas

condiciones es causa de contaminacion (Figueroa et al., 2002).



2. Fase de lactacion

En la lactacion temprana puede aumentar el riesgo de infecciones intramamarias,
posiblemente debido a que la enfermedad se inicia en el periodo seco y al final de
la lactacion por el sobre ordefio al que estan sometidos los animales (Owens et al.,
2001).

Se ha observado que el mayor nimero de casos de mastitis se presenta al iniciar

el ordefio durante el primer tercio de lactacion (Bergonier et al., 2003).

3. Ubicacion geogréfica

El espectro de bacterias causantes de mastitis en diferentes paises varia
dependiendo de factores como el sistema de produccién y el fin zootécnico
(Shearer y Harris, 2003).

4. Microorganismos ambientales y contagiosos

Las bacterias que causan las mastitis son numerosas, con diferentes factores de
patogenicidad. Los patdgenos ambientales, como enterobacterias y enterococos
(estan principalmente en el suelo), suelen penetrar a la ubre en los periodos entre
ordefios, cuando el animal reposa y entra en contacto con las heces o la cama

contaminada (Tardaguila y Gonzalo, 1999).

Algunas Pseudomonas estan presentes en el agua y en ambientes himedos.
También estan presentes hongos filamentosos como Aspergillus fumigatus, los
cuales se han aislado del forraje y el aire (Bergonier et al., 2003).

Infecciones cronicas en el rebafio por el Lentivirus que producen la Artritis
Encefalitis Caprina” (CAEV) o por Agalactia Contagiosa causada por Mycoplasma
agalactiae, son enfermedades que pueden elevar los recuentos celulares
somaticos (RCS) (Contreras et al., 2007).



5. Manejo

La contaminacion del rebafio al momento del ordefio: por ejemplo la presencia de
muchas cabras con crias al pie o primiparas y adultas con lactancias prolongadas
(Garces y Concha., 2005).

Tipos de mastitis

Se reconocen dos tipos de mastitis: La mastitis subclinica, la cual no se manifiesta
ni se diagnostica facilmente ya que para ello se necesitan técnicas de deteccion
de mastitis; y la mastitis clinica, la cual se caracteriza por anormalidades visibles
en la ubre o leche, y que ademés puede ser aguda o subaguda cuando los signos
incluyen solo alteraciones menores en la leche tales como coagulos, hojuelas o

secrecion de leche tefiida con sangre (Shearer y Harris, 2003).

Los casos agudos son caracterizados por el inicio repentino de dolor, calor,
inflamacion, enrojecimiento y alteracién en la secrecion lactea de las glandulas
afectadas (Bazan et al.,, 2009). La secrecidon de coagulos, grumos y leche con
aspecto de agua son los signos clinicos mas comunes y en algunos casos pueden
ser fatales. La inflamacién aguda de la ubre puede producir claudicaciones,
porque el miembro posterior roza con la glandula afectada. Si la mastitis es
unilateral, la glandula afectada puede estar mas grande que la sana (Shearer y
Harris, 2003).

La presentacion mas importante es la forma subclinica (Guerra, 2006). En la
mastitis subclinica, no se observan signos visibles de enfermedad y la leche es
aparentemente normal. Este tipo de mastitis solo puede ser detectada midiendo el

contenido celular de la leche (Bazan et al., 2009).

La presentacion subclinica es importante, debido a que:
e Esde 15 a 40 veces mas prevalente que la forma clinica.
e Usualmente precede a la forma clinica.

e Es de larga duracion.



e Esdificil de detectar.

e Reduce la produccion lactea.

e Afecta la calidad de la leche.

e Constituye un reservorio de microorganismos que pueden llevar a la

infeccion de otros animales del rebafio (Shearer y Harris, 2003)

Etiologia

La mastitis puede ser causada por agentes infecciosos como bacterias, hongos,
virus, mycoplasmas y rickettsias (Ndegwa et al., 2001), siendo los principales

géneros y especies bacterianas causantes de mastitis, los siguientes:

1. Staphylococcus spp (Contreras et al., 2007)

Son cocos Gram positivos de 0.5 a 1.5 um de diametro que pueden estar solos, en
pares, tétradas, cadenas cortas (3-4 células) o estar agrupados en forma de
racimos irregulares. Estas bacterias son catalasa positiva y anaerobios facultativos
con excepcion de S. aureus subsp. anaerobius y S. saccaharolyticus que son
anaerobios estrictos (Hermans et al., 2010). Hasta la fecha se han caracterizado
mas de 50 especies y subespecies del género Staphylococcus, que se dividen en
Staphylococcus coagulasa positivos (SCP) y Staphylococcus coagulasa negativos
(SCN) basados en su habilidad para coagular el plasma sanguineo (Watanabe et
al., 2009)

El Staphylococcus aureus es el patbgeno mas aislado de la leche de cabras, y
puede producir casos agudos de mastitis gangrenosa, mastitis cronicas y
subclinicas (Mgrk et al., 2005).

S. aureus puede secretar diversas toxinas que contribuyen en la patogénesis de la
mastitis. Entre estas exotoxinas, algunas tienen la capacidad de matar células
fagociticas tales como los polimorfonucleares (PMN) y monocitos (Rainard et al.,
2003).



Ademas de S. aureus, se han reportado otras 6 especies de SCP las cuales son:
S. intermedius, S. pseudointermedius, S. delphini, S. schleiferi subsp coagulans,
S. hyicus y S. lutrae. Tales especies igual que S. aureus colonizan la piel y
mucosas de los mamiferos (Watanabe et al., 2009).

Un grupo importante de Saphylococcus spp son los SCN, que son los
microorganismos mAas prevalentes en los casos subclinicos: Staphylococcus
epidermidis, S. xylosus, S. simulans, S. chromogenes, S. caprae (Gonzalo et al.,
2002), S. lentus y S. warneri, en un diagnostico rutinario de mastitis normalmente
los SCN no son identificados a nivel de especie y son tratados como un grupo
uniforme (Blaiotta et al., 2010). S. chromogenes es causante de un mayor nUmero
de infecciones que otros SCN (Zhang y Maddox, 2000).

2. Streptococcus spp

Este género bacteriano esta compuesto por cocos Gram positivos con un diametro
menor a 2 um, la division celular ocurre en un solo plano por lo tanto las células
nacientes forman cadenas, son bacterias facultativas, catalasa negativo, inmoviles
(Hermans et al., 2004), predominando varias especies de Sreptococcus spp Yy

Streptococcus zooepidermicus (Contreras et al., 2007).

3. Otros agentes bacterianos

Las bacterias como Arcanobacterium pyogenes, Mannheimia haemolytica
(Contreras et al., 2007), Klebsiella (Figueroa et al., 2002), Listeria monocytogenes,
Nocardia farcinica (Garces y Concha, 2005) y Mycoplasma mycoides, también se
han asociado con severas infecciones sistémicas y disminucion de la produccién
de leche (Shearer y Harris, 2003).

Transmision

La incidencia de la mastitis aumenta cuando los mecanismos de defensa de la
glandula mamaria se deterioran (Sordillo y Streicher, 2002) y casi siempre es

contagiosa ya que se puede transmitir de cabra a cabra, a través de las manos del



ordefiador, toallas, pezoneras, cama, pisos y también por via oral, por medio de
los cabritos (Tardaguila y Gonzalo, 1999).

Establecimiento de la infeccidon e inflamacion del area dafiada

El pezon en si es la primera linea de defensa contra la penetracion de bacteria
dentro de la ubre. Normalmente, el orificio del canal de pezon cierra fuertemente

cuando la cabra no es ordefiada (Paape y Capuco, 1997).

Algunas bacterias pueden avanzar dentro de la ubre atacando y colonizando
nuevos tejidos. Las bacterias dafian primero los tejidos que recubren los grandes

tubos colectores de leche (Guerra, 2006).

Las bacterias pueden enfrentarse con leucocitos (neutrdfilos, linfocitos, monocitos,
eosindfilos y basdfilos) de la leche presentes naturalmente en bajas cantidades.
Estas células son la segunda barrera de defensa debido a que pueden englobar y
destruir a las bacterias, y junto con un numero relativamente pequefio de células
epiteliales de los tejidos secretores de la leche, son conocidas como células
somaticas (Hernandez y Bedolla, 2008). Cuando el tejido de la ubre se dafia o se
infecta, un namero significativo de células sanguineas se acumulan en la leche
(Bazan et al.,, 2009). Aun asi, durante este proceso, los leucocitos liberan
sustancias que atraen a mas leucocitos desde el torrente circulatorio hacia la leche
(Hernandez y Bedolla, 2008).

Métodos de diagndstico

Es muy importante el conteo de células soméaticas en la leche, ya que se puede
conocer si la leche que se obtiene de la glandula mamaria es de buena calidad,
también sirve para conocer el estado de salud de la misma (Martinez y Peris,
1998; Salama et al., 2002).

La mastitis puede ser detectada entonces mediante el conteo celular de células

somaticas (Luengo et al., 2002), ya que es uno de los procedimientos mas
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empleados por su utilidad y sencillez para el estudio de la leche, determinando
directa o indirecta del numero de células somaticas (Figueroa et al., 2002).
Mediante la prueba de California para mastitis (CMT) se estima el grado de
inflamacion de la glandula mamaria detectando grados de mastitis y con la
prueba de Wisconsin se determinan niumeros crecientes de leucocitos en la
leche (Figueroa et al., 2002; Fernandez et al., 2004).

Andlisis bacteriologico de la leche

La realizacién del diagnéstico microbiologico es de gran utilidad, ya que aporta
informacion sobre la etiologia y, en consecuencia, valiosa informacion
epidemiologica que permitird encauzar el control del problema particular en cada

explotacion (Martinez y Peris, 1998).

Los cultivos en el laboratorio son necesarios para identificar los organismos
especificos que se encuentran comprendidos en un caso clinico de mastitis y para
distinguir los animales sanos de aquellos que presentan un caso subclinico. La
fidelidad de los resultados de laboratorio depende de los cuidados sanitarios que
se tengan durante la toma de muestras y su manipulacién posterior (Pinzon,
1989).

Tratamiento, control y profilaxis.

Se debe evaluar el costo del tratamiento y si es recomendable aplicarlo o es mas
conveniente el desecho del animal. Sin embargo, el primer paso es salvar la vida
del animal asi como la glandula afectada (Shearer y Harris, 2003). En algunos
paises la antibioterapia es ampliamente utilizada en el periodo seco para

mantener el control en el conteo celular de la leche (Poutrel et al., 1997).

El tratamiento se basa en la aplicacion de antibiéticos de acuerdo a la sensibilidad
antibiotica del patégeno que esté causando la infeccion. Los antibidticos pueden
ser administrados en forma local (intramamaria) y/o parenteral cuando se

sospecha de un compromiso del estado general (Tadich et al., 1987). Las
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terapias actuales para la mastitis confian pesadamente en el uso de los

antibiéticos de los B-lactamicos tales como penicilinas y cefalosporinas.

También es recomendable la administracién de antihistaminicos y corticoides,

estos ultimos solamente en hembras no gestantes (Kerr y Wellnitz, 2003).

En la profilaxis de la enfermedad se recomienda la higiene de las instalaciones,
cama limpia y seca, buena ventilacion, e higiene del equipo de ordefio, adoptar un
turno de ordefla dejando las cabras infectadas al final. Usar la CMT
frecuentemente para detectar las mastitis subclinicas, lavar las manos de los
operarios y los pezones antes del ordefio secando con toallas de papel, sellado de
pezones después del ordefio y mantener las maquinas ordefiadoras limpias y con
namero de pulsaciones y nivel de vacio adecuados, pezoneras en buen estado
(Garces y Concha, 2005).

Todas las cabras deben estar descornadas, para reducir riesgo de lesiones en la
glandula y pezones. Las cabras con abscesos abiertos deben de aislarse del resto

o de preferencia ser eliminadas del rebafio (Shearer y Harris, 2003).

La amputacién quirdrgica del pezdn es beneficiosa para el mejor drenaje del
medio afectado y se recomienda su utilizacion en aquellos casos en los cuales el

tejido secretorio ha perdido totalmente su funcionalidad (Tadich. et al., 1987).

La terapia de secado permite no solo disminuir la cuenta de células somaéticas,
sino que, ademas, se ha comprobado una reduccion significativa de mastitis
agudas postparto y un aumento variable pero importante de la produccion lactea
(Maier y Zurich, 2000).

Asegurar que la racién alimenticia contenga cantidades adecuadas de vitamina A
y E, beta carotenos, selenio, cobre y zinc para proporcionar a las cabras

resistencia contra la mastitis (Figueroa et al., 2002).
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JUSTIFICACION

De acuerdo a los antecedentes descritos y debido a que en Meéxico existen
escasas investigaciones sobre mastitis en cabras, la finalidad del presente trabajo
de investigacion es dar a conocer los diferentes géneros bacterianos que estan
presentes en la leche de cabras lecheras con y sin mastitis, asi como también,
manifestar la susceptibilidad que tienen a los antibiéticos. Es de gran importancia
tener conocimiento sobre este tema para poder establecer medidas de prevencion

y control.

OBJETIVO GENERAL

Identificar las bacterias presentes en leche de cabras sanas y con mastitis clinica

o subclinica

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Identificar los principales microorganismos presentes en la leche de cabras con
mastitis y sin mastitis.

2. Determinar la resistencia de los diferentes géneros bacterianos aislados a los
quimioterapéuticos.

3. Determinar la sensibilidad de los diferentes géneros bacterianos aislados a los

guimioterapéuticos.
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MATERIAL Y METODOS

I. Origen de las muestras

Se trabajaron muestras de leche de cabras tomada directamente de la ordefia, en

los Estados de Coahuila y de San Luis Potosi.

En el Estado de Coahuila se trabajé con hatos que tenian un sistema extensivo
orientado a la produccion de leche, con las razas Nubia, Saanen y Alpina, la

alimentacion en estos animales estaba basada en el pastoreo y concentrado.

En el Estado de San Luis Potosi Se trabajo con hatos que tenian un sistema
extensivo orientado a la produccion de leche, con cabras criollas, cruzadas
principalmente con Nubia, la alimentacién estaba basada en el pastoreo y fueron
suplementadas con rastrojos de maiz y frijol.

Il. Marco de referencia

Estado de Coahuila. El Estado de Coahuila limita al norte con los Estados Unidos
de Ameérica; al oriente con el estado de Nuevo Leon; al sur con los estados de San
Luis Potosi, Zacatecas y Durango, y al poniente con Durango y Chihuahua. Esta
situado entre los 24° 32" - 29° 51" de latitud norte y entre los 99° 58"- 103° 57" de
longitud oeste respecto del Meridiano de Greenwich. Se localiza a una distancia
aproximada de 872 km. de la capital del Pais (Figura 1).

Estado de San Luis Potosi. El Estado de San Luis Potosi esta ubicado entre los
24°22' y 21°07’ de latitud norte y 98°20' y 102°17' de longitud oeste. Colinda al
norte con los estados de Coahuila y Nuevo Leodn, al noreste con Tamaulipas, al
este con Veracruz, al sureste con Hidalgo, al sur con Querétaro y Guanajuato, al

oeste con Zacatecas y al suroeste con Jalisco (Figura 2).
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Figura 2. Ubicacion Geografica del Estado de San Luis Potosi

Ill. Criterios de inclusion de las cabras seleccionadas

Se seleccionaron 55 cabras del Estado de Coahuila y 61 del Estado de San Luis
Potosi, a las cuales se les tomd muestras de leche de la glandula mamaria. Se
realizd muestreo en cabras que se encontraban clinicamente sanas asi como

enfermas con mastitis clinica o subclinica. El muestreo se realizd6 de forma

aleatoria.

IV. Coleccidn y transporte de las muestras

Se obtuvieron 2 muestras de leche de cada cabra, se desinfectaron los pezones
con torunda y alcohol al 70%, se desecharon los tres primeros chorros de leche de

cada glandula. Posteriormente, se obtuvieron 10 mL de leche en frascos estériles
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con cierre hermético. Las muestras fueron refrigeradas y transportadas al Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias para realizar el

cultivo, aislamiento e identificacion bacteriana.

V. Diagnostico Bacteriologico

Las muestras de leche se sembraron en Agar Sangre y Mc Conkey y se incubaron
a 37 °C durante 24 horas (Figuras 3 y 4). Se realiz6 tincibn de Gram de las
muestras donde hubo crecimiento bacteriano para identificar la morfologia (Figura

5), de acuerdo al siguiente procedimiento:

Tincion de Gram

. Se coloc6 en un portaobjetos una gota de agua destilada estéril.
. Se expandi6 un poco de la muestra en la gota de agua destilada.
. Se fij6 al calor (10 veces).

. Se dej6 enfriar.

. Se coloco Cristal Violeta a la muestra por 1 minuto.

. Se enjuagd con agua destilada.

. Se puso lodo por 1 minuto.

. Se enjuago con alcohol cetona.

© 00 N O 0o~ W DN P

. Por ultimo se le puso Safranina por 1 minuto.

10. Se dejo secar.
Interpretacion.

Las bacterias se clasificaron como Gram positivos cuando tifieron de color azul-

violeta y Gram negativos de color rosa o rojos (Figura 5).
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Figura 3. Crecimiento bacteriano en Agar Sangre

2011/04/04 26,

Figura 4. Crecimiento bacteriano en Mc Conkey. Colonias rosa; positivo a lactosa
y Colonias amarillas; negativo a lactosa
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2011/03/24 12:37

Figura 5. Tincion de Gram: Cocos Gram negativos

Prueba de catalasa

1. Se cogi6 con cuidado una colonia con el asa de siembra (se evité tomar agar).
2. Se puso la colonia directamente sobre un portaobjetos sin afadir agua.
3. Se echo sobre la colonia una gota de agua oxigenada pura o al 30 %.

4. Se observo si se formaba burbujas de oxigeno.

Interpretacion. La aparicion de burbujas indica que el microorganismo es catalasa

positivo (Figura 6).

2011/04/04 14:07

Figura 6. Prueba de catalasa positiva con presencia de burbujas
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Prueba de oxidasa

1. Se tomo con el asa de siembra una colonia de la placa Agar Sangre.

2. Se Puso la colonia sobre un papel filtro y se afiadid una gota de sustrato
cromogeno fresco (10 mg/ml).

3. Se esperaron 20 a 60 segundos y se observo si existid algun cambio en la

coloracion.

Interpretacion. Si la tira se pone de color azul oscuro, el microorganismo es
oxidasa positiva (Figura 7).

2011/03/25

Figura 7. Prueba de oxidasa negativa de color amarillo
Oxido-fermentacién (OF)

Se inocularon tubos de medio con asas de punta recta, por picadura. Uno de los
tubos se recubri6 con aceite de parafina para aislarlo del oxigeno (tubo de
fermentacién) y otro no (tubo de oxidacion),

Interpretacion.

Para checar si la bacteria fermenta, oxida o ninguna de las 2 y si la bacteria es

aerobia o anaerobia (Figura 8).
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Figura 8. Prueba de OF. OF oxido (izquierda): OF ferment6 (derecha)

A todos los bacilos y cocobacilos se les realizaron pruebas bioquimicas (Figura 9).

Figura 9. Pruebas bioquimicas. A) Urea — crema = negativo y rosa mexicano =
positivo, B) Citrato — verde = negativo y azul = positivo, C) TSI — amarillo =

acido/acido, amarillo/rojo = &cido/alcalino y rojo = alcalino/alcalino.

Citrato Simmons

Utilizacién del citrato como unica fuente de carbono. Se llevé a cabo por estria.
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Interpretacion.

Positivo: Azul

Negativo: Verde

Rojo de Metilo (MR) y Voges Proskauer (VP)

El Caldo MR determina la habilidad de las bacterias para producir acidos estables
por fermentacion de la glucosa y VP la capacidad de producir acetoina por
fermentacién de la glucosa, se inocul6 el caldo.

Interpretacion.

Positivo: Rojo, presencia de acidos, pH 4 y color rosa, presencia de acetoina
Negativo: Amarillo, no produccién de acidos estables y no desarrollo de color rosa,
ausencia de acetoina

Urea

Determina si la bacteria degrada la Urea. Se llevo a cabo por estria.

Interpretacion.

Positivo: Rosa intenso

Negativo: El medio permanece igual
Indol SIM

Determina si la bacteria a través de Triptofanasas puede degradar el Triptéfano a
indol, si hay produccion de H,S a partir de aminoacidos azufrado y si la bacteria
es movil. Se llevo a cabo por picadura.

Interpretacion

Positivo: Rojo (anillo) — presencia de indol (triptéfano fue degradado) y negro

(precipitado), producciéon de H,S
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Negativo: Amarillo, la bacteria no puede degradar el triptéfano, el medio de cultivo
se queda igual y la bacteria solo crece en la linea de inoculacion.

Triple Azucar Hierro (Triple Sugar Iron - TSI)

Medio de cultivo usado frecuentemente para la diferenciacién de Enterobacterias,
en base a la fermentacion de glucosa y lactosa, y a la produccion de &cido

sulfhidrico. Esta prueba se inoculo por picadura y posteriormente por estria.

Interpretacion.

Positivo: Utilizacion de glucosa,

~

O :
1, Rojo

L5 Amarillo
—/

utilizacién de Lactosa y/o sucrosa

» Amarillo

—> Amatrillo

y en ambos puede haber produccién de gas y H,S (negro)

Negativo: Utilizacion de peptonas

> Rojo
/'_’ Rojo

Motilidad-Indol-Ornitina (Motility-Indole-Ornitine - MIO)

Permite identificar bacterias de acuerdo a su motilidad, a la reaccion de Indol y a la
descarboxilacion de la ornitina. Se llevo a cabo por picadura.

Interpretacion.

Negativo a ornitina: Morado o lila

Positivo a ornitina;: amatrillo
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Agar Lisina Hierro (Lysine Iron Agar - LIA)

Esta prueba permite diferenciar los microorganismos que producen
descarboxilacion o desaminacién de la lisina. Se pude detectar ademas la
produccion de ac. Sulfhidrico. Se inoculo por estria.

Interpretacion.

Positivo: Café-amarillo

Negativo: morado oscuro y café oscuro

Agar de Nitrato

Determina si la bacteria tiene la capacidad de reducir nitratos a nitritos. Se inocul6
con estria.

Interpretacion.

Positivo: Rojo (sin echar el polvo de zinc)
Negativo: Medio permanece igual (con el polvo de zinc cambia a rojo), todas las

pruebas bioquimicas se incubaron por 24 horas a 37°.

2011/03/29 14:41

Figura 10. Prueba de coagulasa. Muestras negativas a la prueba
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A los cocos se les realiz6é la prueba de coagulasa (Figura 10). Se preparé una
mezcla de 80 pl de solucion salina y 20 pl de plasma de conejo en un tubo de
ensayo previamente esterilizado, se le inocul6 la muestra (contiene cepas de S.
aureus). Se Tapo el tubo de ensayo con algoddn hidrofilico y se dej6 incubando a

37° C por un dia.

Interpretacion. Se estratificaron los resultados en 4 niveles:

1. Pequefios coagulos no organizados
2. Pequeiios coagulos organizados
3. Gran coagulo organizado

4. Todo el contenido aparece coagulado y se mantiene cuando invierte el tubo.

Se consideran positivos los niveles 3y 4.

Los bacilos y los cocobacilos, se identificaron de acuerdo a sus caracteristicas de
colonias y a sus caracteristicas morfolégicas y a la tincion de Gram (Barrow et al.,
2003).

Figura 11. Prueba de susceptibilidad a los antibiéticos. La sensibilidad se observa
de acuerdo al tamafio de los halos
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Pruebas de susceptibilidad a los antibioticos

A todos los aislamientos se les realizé la técnica de Kirby Bauer, para identificar su
sensibilidad (Figura 11).

1. Primero se estandarizo la muestra a 0.5 Mc Farland.

2. Se flameo un hisopo estéril y se sembr6 en una caja con Agar Mueller Hinton de
manera masiva.

3. Se coloco el disco para Gram positivos o Gram negativos.

4. Se dej6 incubando a 37° por 24 horas.

Identificacién de género y especie

Los cocos se trabajaron para identificar el género y especie bacteriano utilizando
el sistema API Staphylococcus y API Streptococcus (Biomérieux) siguiendo las
instrucciones del fabricante. En el sistema, a cada pocillo con su respectivo
azucar, se le agregé muestra, cada galeria se incub6 a 24 horas o mas a 37 °C y

mediante la clave numérica (Figura 12).

2011/04/07 13:39

Figura 12. Sistema API Staphylococcus y API Streptococcus (Biomérieux)
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Se llevaron a cabo pruebas complementarias en el medio de Christie—Atkins—
Munch-Petersen (CAMP) (Figura 13). Se sembré en un medio de S. aureus y
alrededor se sembraron las muestras correspondientes. Se dejo incubando a 37
°C durante 24 horas.

Figura 13. Prueba en el medio de CAMP. A) positivas a esculina B) negativa

Se realiz6 la prueba de Noboviocina, igual que un antibiograma (Figura 14).

E

2011/04/11 08333

Figura 14. Prueba de Noboviocina. Ambas muestras son sensibles a Noboviocina
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VI. Anédlisis Descriptivo

Los resultados de las pruebas bioquimicas de los bacilos se agruparon en cuadros
para una mejor interpretacion (Barrow y Feltham, 2003). Los cocos se analizaron

con el sistema API Staphylococcus y API Streptococcus.

RESULTADOS
NUmero de muestras

Se obtuvieron un total de 111 muestras de leche para realizar estudios
bacteriolégicos. En Coahuila se obtuvieron 55 (49.54%) (Cuadros 1y 2) y en San
Luis Potosi 56 muestras (50.45%) (Cuadros 3y 4).

Diagndéstico Bacterioldgico

De las 111 muestras, 95 (85.58%) presentaron crecimiento bacteriano y ocho
crecieron contaminadas por lo que se trabajaron solamente 87 (78.37%) muestras.
En Coahuila las muestras que presentaron crecimiento fueron 55/55 muestras
(100%) y en San Luis Potosi las muestras con crecimiento fueron 40/56 muestras
(71.42%) (Figuras 15-21).

Del total de aislados bacterianos obtenidos en los dos estados, los que se
encontraron fueron: Estafilococos coagulasa negativos: Staphylococcus
chromogenes 12/87 (13.79%), Staphylococcus simulans 9/87 (10.34%),
Staphylococcus xylosus 9/87 (10.34%), Staphylococcus lentus 8/87 (9.19%),
Staphylococcus hominis 5/87 (5.74%),Staphylococcus haemolyticus 3/87 (3.44%),
Staphylococcus auricularis 3/87 (3.44%), Staphylococcus sciuri 1/87 (1.14 %),
Staphylococcus warneri 1/87 (1.14%), Staphylococcus epidermidis 1/87 (1.14%),
S. saprophyticus 1/87 (1.14%) (Figura 22).

Estafilococos coagulasa positivos: Staphylococcus intermedius 2/87 (2.29%)
(Figura 23)
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Cuadro 1. Pruebas bioquimicas de aislamientos de bacilos de leches de cabras

del Estado de Coahuila

Muestra Gram Cat. Ox. OF Cit. Urea INDOL RM TSI VP MIO LIA Nit.
SIM
49 - + + F + - - - Ac./Al. + - - +
11P - + + F + - - - Ac./Ac. + - - +
30P - + + - - - - + AlJAL + - - -
16 - + + F - - + + Ac./Ac. + - - +
67 - + + F + - - + Ac./Ac. + - + +
(©)
11 + + + F + - - + Ac./Ac. + - - +
69 - + + F + - - - AL/AL + - - +
6 - + + - - - - + AL/AL - - - +
2 + + + - - - - + | Ac./Ac. + + + -
1P - + + - + - - + Ac./Al + - - -
22 - + + F - - - + Ac./Ac. - - - +
23 - + + F - - - + Ac./Ac. + - - +
27 - + + F - - + + Ac./Ac. + - - +
8 + + + | -(B) + - - + Ac./Al. + - + -
89 - + + F + - - - AL/AL + - + +
26 - + + F + - - - ALJAL. + - - +
57 + + + F + - - + Ac./Ac. + + - -
85 + + + | -(B) - - - + Ac /Al + + - -
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Cuadro 2. Pruebas bioquimicas de aislamientos de cocobacilos de leches de
cabras del Estado de Coahuila

Muestra Gram | Cat. | Oxi. | OF | Cit. | Urea | Indol | RM TSI VP | MIO | LIA | Nit.
SIM

71 F IR S o TAAL - - e

6P - + | + | F| + | - - - |AcJAc. | + | - | - +

36P - + | + | F| + | - - - |AcJAc. | + | - | - +
(G)

8P - + | + | F| + | - - - |AcJAc.| + | - | - +

689 + -+ | F| - - - - |Ac/Ac.| - | - | + -

40 + + | + | F| + | - - - |Ac/Ac. | + | - | - +
(©)

Cuadro 3. Pruebas bioquimicas de aislamientos de bacilos de leches de cabras
del Estado de San Luis Potosi

Muestra Gram Cat. Oxi. OF | Cit. VP | Urea Indol RM TSI MIO LIA | Nit.
SIM

399 - + + F - + - - - Ac /Al - - +

404 - + - F - + - - + Ac./Ac. - + +

411 - + + F - + - - + Ac./Ac. - - +

568 - + + - - + - - + Ac./Al - - +

Cuadro 4. Pruebas bioquimicas de aislamientos de cocobacilos de leches de
cabras del Estado de San Luis Potosi

Muestra Gram | Cat. Oxi. OF Cit. VP Urea Indol RM TSI MIO LIA Nit.
SIM

166 - + - F - + - - - AcJjAc. | - - +
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Bacillus panthotenticus 3/87 (3.44%), Bacillus cereus 1/87 (1.14%) y Bacillus
coagulans 1/87 (1.14%) (Figura 23).

Gram negativas: Micrococcus kristinae 1/87 (1.14%), Mannheimia haemolytica
10/87 (11.49%), Aeromona spp 4/87 (4.59%), Arcobacter spp 4/87 (4.59%),
Pasteurella multocida 1/87 (1.14%), Klebsiella pneumoniae 1/87 (1.14%),
Alcaligenes fecalis 1/87 (1.14%) (Figura 24).

Estreptococos: Streptococcus agalactiae 1/87 (1.14%), Streptococcus arginosus
1/87 (1.14%) y Streptococcus equisimilis 1/87 (1.14%) (Figura 25).

El 100% de las bacterias fueron sensibles a los antibidticos Levofloxacina y
Trimetroprim Sulfametoxazol, y un 14.28% resistentes a Cefotaxima, Cefuroxima y
Cefepine, utilizando la técnica de Kirby Bauer (Cuadro 5).

Cuadro 5. Prueba de susceptibilidad a los quimioterapéuticos

Antibidticos Sensibles Intermedio Resistente

Ampicilina 92.85 7.14 0
Cefalotina 92.85 0 7.14
Cefotaxima 85.71 0 -
Levofloxacina - 0 0
Cefuroxima 85.71 0 -
Dicloxacilina 92.85 0 7.14
Eritromicina 85.71 14.28 0
Gentamicina 92.85 0 7.14
Cefepine 85.71 0 -
Penicilina 92.85 0 7.14
Tetraciclina 92.85 7.14 0

Trimetroprim
Sulfametoxazol 0 0
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100

50

79.31%

Gram positivos

Gram negativos

Figura 15. Tincion de Gram de muestras de leche de cabras de los Estados de
Coahuila y San Luis Potosi

Positivas

28.5%

NEegdtlivds

Figura 16. NUmero de muestras con y sin crecimiento bacteriano de los Estados
de Coahuila y San Luis Potosi

M Sin contaminacion

H Contaminadas

Figura 17. Porcentaje de muestras positivas sin contaminar y contaminadas de los
Estados de Coahuila y san Luis Potosi
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Positivas

Negativas

Figura 18. Numero de muestras de leche de cabra con y sin crecimiento
bacteriano del Estado de Coahuila

M Sin contaminacion M contaminadas

Figura 19. Porcentaje de muestras de leche de cabra positivas a aislamientos
bacterianos, sin contaminar y contaminadas, del Estado de Coahuila

Positivas

Negativas

Figura 20. Numero de muestras de leche con y sin crecimiento bacteriano del
Estado de San Luis Potosi
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B Sin contaminar M contaminadas

Figura 21. Porcentaje de muestras de leche positivas sin contaminar y
contaminadas del Estado de San Luis Potosi

10.46 13.95

Figura 22. Staphylococcus coagulasa negativos en muestras de leche de cabras
de los Estados de Coahuila y San Luis Potosi

Estadistica Descriptiva

En cuanto a los resultados obtenidos en las muestras de leche se observé que en
Coahuila hubo mayor cantidad de aislamientos bacterianos que en San Luis
Potosi.
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En Coahuila se identificaron con mayor frecuencia: Staphylococcus lentus 8/52
(15.38%), Staphylococcus xylosus 8/52 (15.38%), Staphylococcus simulans 4/52
(7.69%), Mannheimia haemolytica 8/52 (15.38%), Aeromona spp 4/52 (7.69%) y
Arcobacter spp 4/52 (7.69%).

En San Luis Potosi se identificaron con mayor frecuencia: Staphylococcus
chromogenes 12/35 (34.28%) y Staphylococcus simulans 5/35 (14.28%)

3.48%
7 -
6 -
5 4 2.32%
4 -
1.16%
31 - 1-16%
2 -
1 -
O T T T 1
B. cereus B. S.intermedius  B. coagulans
panthotenticus

Figura 23. Staphylococcus coagulasa positivos y Bacillus spp en muestras de

leche de cabras de los Estados de Coahuila'y San Luis Potosi

DISCUSION

El presente trabajo de investigacion se realiz6 con el objetivo de identificar las
diferentes bacterias aisladas de leche de cabras con o sin mastitis clinica o

subclinica.

A pesar de que numerosos estudios muestran que el S. aureus es el patégeno que
con mayor frecuencia es aislado en la leche de cabras (Owens et al., 2001,
Figueroa et al., 2002; Shearer y Harris, 2003; Bergonier et al., 2003), éste estudio

no mostré aislamientos de éste patdgeno en ningun caso, por lo tanto la mastitis
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no fue causada por S. aureus. Sin embargo, los aislamientos de SCN fueron mas
frecuentes coincidiendo con los resultados de otros estudios (Pengov, 2001,
Luengo et al., 2002; Bergonier et al., 2003).

11.62%

Figura 24. Otras bacterias aisladas en muestras de leche de cabra de rebafios del
Estado de Coahuila y San Luis Potosi

Streptococcus Streptococcus Streptococcus
agalactiae arginosus equisimilis

Figura 25. Streptococcus en muestras de leche de cabras de los Estados de
Coahuila y San Luis Potosi
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El trabajo de investigacion de Jiménez et al. (2000), coincidié con éste trabajo ya

gue se encontraron mayormente aislamientos de S. chromogenes en muestras de
leche de cabras, mientras que en el trabajo de Bergonier et al., 2003 muestra que
el microorganismo que mas aislaron de los SCN fue el S. caprae lo cual contrasta

con estos resultados.

CONCLUSIONES

Los géneros bacterianos aislados con mayor frecuencia en leche de cabras
obtenidas bajo las condiciones del estudio fueron los Staphylococcus coagulasa

negativos, en especial Staphylococcus chromogenes.

De acuerdo a la estadistica descriptiva en Coahuila hubo mayor cantidad de

aislamientos bacterianos que en San Luis Potosi.

El uso de la técnica de Kirby Bauer ayud6 para conocer la susceptibilidad a los
quimioterapéuticos, las bacterias fueron sensibles a Levofloxacina y al
Trimetroprim Sulfametoxazol y resistentes a Cefotaxima, Cefuroxima y Cefepine
con el 14.28%.

Los sistemas API Staphylococcus y API Streptococcus son de gran utilidad para

identificar a las bacterias presentes en la leche de cabra.

Debe sefialarse que la informacién sobre mastitis en cabras en México es escasa.
Por tanto, los resultados proporcionados en este estudio son una pequefa parte
de la informaciébn que se necesita para saber que agentes bacterianos estan
presentes en leche de cabras con o sin mastitis clinica o subclinica, por lo que es

necesaria mas investigacion en esta area.
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