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RESUMEN

La produccion de leche de calidad beneficia al consumidor con productos finales de
mejor calidad y al ganadero una mayor produccion al tener su hato sano y por lo tanto, mayores
ingresos por venta de la leche. El anélisis de leche de tanque es un instrumento util para evaluar
la calidad de la leche y supervisar el estado de salud de ubre en un hato (Jayarao & Wolfgang,
2003, p.90). El presente estudio tiene por objetivo analizar en leche de tanque, con muestras
tomadas semanalmente por cuatro semanas, la calidad sanitaria, higiénica, e inocuidad de la
leche, en hatos de lecheria especializada, asi como realizar intervenciones de buenas précticas de
rutina en ordefio. Se determind la calidad higiénica y sanitaria a través del célculo de: Recuento
de células somaticas (RCS), Unidades formadoras de colonia (UFC), Recuento de Coliformes
totales (RCT), Recuento de Coliformes Fecales (RCF) asi como los residuos de antibidticos. Se
determinaron los microorganismos presentes en la leche del tanque y se evalu6 la asociacion con
el recuento de células sométicas. Se establecié si existe asociacion entre: el tipo de ordefio y las
variables dependientes (RCS, UFC, RCT, RCF) y microrganismos aislados al menos tres veces
consecutivas los 13 hatos. Se evalud el efecto de la intervencion en buenas précticas de ordefio,
en los hatos que permitieron ser capacitados y muestreados sus tanques de refrigeracion, durante
seis meses. Y se asocid de manera descriptiva el procedimiento en la rutina de ordefio, con
respecto a la presentacion de mastitis subclinica en cada vaca, a través de la prueba Californian
Mastitits Test (C.M.T.), en los hatos que permitieron ser intervenidos, durante seis meses. En la
primera fase se observd mayor RCS en los hatos (6, 7, 10, 12 y 13) con una diferencia
significativa (p<0,05), con respectos a los otros hatos. En cuanto a UFC, RCT y RCF no se

encontraron diferencias significativas (p<0,05) entre ninguno de los hatos. Nueve hatos



presentaron frecuencias mayores a tres en el aislamiento de microorganismos especificos
entre los cuales estadn Streptococcus agalactiae y Staphylococcus epidermidis. Ademas
existe asociacion entre la presencia de Streptococcus agalactiae y el aumento de RCS
(p=0,038; OR=5,250; IC 95% [0,998-27,609]), pero la presencia de esta bacteria no es un
factor de riesgo. Se encontr6 que el ordefio manual es un factor de riego (p=0,034;
OR=4,200; IC 95% [1,096-16,096]), para el incremento en el RCS. Ni el ordefio manual,
ni el mecanico, fueron asociados con UFC, RCT Y RCF. Existe asociacion entre la
presencia de Enterococcus spp. con el ordefio mecanico (p=0,005; OR=0,750; IC 95%
[0,595-0,945]). Cuatro hatos (9, 11, 12 y 13) aceptaron asistir a las capacitaciones y
fueron muestreados nuevamente, en una segunda fase del proyecto. Se encontr6 una
disminucion significativa (p<0.015) del RCS en estos hatos, en los muestreos posteriores
a la capacitacion. El los hatos 9 y 11 no se logré disminuir el porcentaje de cuartos y
vacas positivas, por lo contrario en los hatos 12 y 13 se logré una disminucién de los

cuartos y vacas positivas.
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ABSTRACT

The production of quality milk benefits the consumer with good quality final products, and also
the farmer because higher production comes from a healthy herd, therefor higher revenues from
selling milk. The bulk tank analysis is a useful tool for assessing the quality of milk and monitor
the health status of a herd udder (Jayarao & Wolfgang, 2003, p.90).

The present study aims to analyze in bulk tank milk samples taken weekly for four weeks, the
health, sanitary, and harmless quality of milk in dairy specialized herds, and best practice
interventions in milking routine. The hygienic and sanitary quality was determined by: The
Somatic cell count (SCC), colony -forming units (CFU), total coliform count (RCT), fecal
coliform counts (RCF) and residues of antibiotic.

Microorganisms were determined in milk tank and these were related to the somatic cell count.
Partnership was established if: milking type and dependent variables (RCS, UFC, RCT, RCF)
and at least three consecutive isolated microorganism exists. The effect of the intervention on
good milking practices in herds that allow them to be trained and cooling tanks sampled was
evaluated for 6 months. And descriptively associated procedure in the milking routine, with
respect to the presentation of subclinical mastitis in individual cows through the test by
Californian mastitis (CMT), in herds that allowed to be operated for six months. In the first phase
higher counts of RCS was observed in herds (6, 7, 10, 12 and 13) with a significant difference p
< 0.05, with respects to other herds.

As for UFC, RCT and RCF no significant differences between any of the herds were found. Nine
herds had higher frequencies to three in the isolation of specific microorganisms among which

are Streptococcus agalactiae and Staphylococcus epidermidis. In addition there is an association
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between the presences of Streptococcus agalactiae and an increased RCS (p=0,038; OR=5,250;
IC 95% [0,998-27,609]), but the presence of this bacterium is not a risk factor for increasing
RCS. Manual milking is a risck factor for an increased fo RCS (p=0,034; OR=4,200; IC 95%
[1,096-16,096]). Neither hand milking nor mechanical, were associated with UFC, RCT Y RCF.
There is an association between the presence of Enterococcus spp. with automatic milking
(p=0,005; OR=0,750; IC 95% [0,595-0,945]). Four herds (9, 11, 12 y 13) agreed to attend
training and were sampled again in a second phase of the project. A significant decrease was
found (p<0.015) of RCS in these herds, in subsequent samplings training. In herds 9 and 11
achievement not decrease the percentage of positive quarters and cows, so contrary to the herds

12 and 13 a decrease in the quarter and positive cows was achieved.
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Introduccion

La leche es un producto rico en nutrientes, siendo un alimento indispensable en la dieta
de los seres humanos, especialmente en los nifios. Pero es un producto altamente vulnerable
frente a la contaminacién de microorganismos, los que pueden ser de origen mamario o del
medio ambiente, provocando enfermedades en los consumidores o causando alteraciones en el
producto y sus derivados, haciéndolos inadecuados para el consumo humano (actualidad
Ganadera, 2013, p.1).

Las buenas practicas de ordefio involucran una buena planificacion y realizacion de
actividades de manejo antes, durante y después del ordefio, y todos los productores deben hacerlo
rutinariamente, con el fin de producir una leche apta para el consumo humano y su adecuado
procesamiento en la elaboracidn de productos lacteos. Esto con el fin de generar un producto de
mejor calidad al productor y poder competir en mercados externos altamente exigentes

(Calderon, Jiménez, & Garcia, 2008, p.145).

Las diferentes compafiias recolectoras de leche, han implementado castigos econémicos
para aquellos hatos que no alcancen los niveles promedio requeridos de Unidades Formadoras de
Colonias (UFC) en la leche, motivando al duefio para que logre producir una leche de calidad, a
través de la aplicacion de programas de buenas practicas de manejo en el hato. La calidad
higienica se determina en el laboratorio como la cantidad de microorganismos presentes en ella,
y se evalta por el recuento de bacterias mesoéfilas que se encuentren en la leche (Olivera, 2007,

p.115). Internacionalmente se acepta que debe ser inferior a 100,000 UFC/ml, en Colombia los


http://www.monografias.com/Computacion/Programacion/

recuentos bonificables para este recuento estan por debajo de 200,000 UFC/ml

(Ministerio de Agricultura & Desarrollo Rural, 2012, p.18).

La importancia del conteo de Células Somaéticas (RCS), radica en que podemos
conocer si la leche que se obtiene proviene de una glandula mamaria sana o por el
contrario, con procesos inflamatorios (mastitis clinica y subclinica) y si los procesos
mecénicos de extraccion estan correctamente realizados (Herndndez & Bedolla, 2008, p.
2). Cuando se tiene un conteo bajo de células somaticas (<200,000), algunas acopiadoras
bonifican econdmicamente al productor, motivandolo a producir una leche de mejor

calidad, aunque esta bonificacion no es obligatoria.

El andlisis en tanque es muy Util para evaluar y supervisar el estado de la salud de
las ubres en el hato, y ayuda a tomar decisiones cuando se analizan RCS, UFC,
Coliformes Totales y Fecales (RCT y RCF), residuos de antibi6ticos y cultivo
microbioldgico repetitivamente por periodo de tiempo, la informacién proporciona datos
con los que se puede evaluar la calidad higiénica y sanitaria de la leche (Jayarao et al.
2003, p.80). Con esto se pueden identificar algunos problemas y después hacer el andlisis

vaca por vaca.

13
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1. Marco tedrico

1.1. Informacion general

Segln (Fedegan, 2012a, p.6), Colombia es el productor nimero 21 de leche a nivel mundial
y el 4to en América Latina. El consumo de leche se ha incrementado en Colombia levemente, en
el afio 2004 consumian 134.9 Lt/hab y hasta el 2013 era 141 Lt/hab. En el 2012 la produccion de

leche cruda fue de 6518 millones de litros.

En Antioquia el total de leche producida en el afio 2012 fue de 2183 millones y el

autoconsumo fue de 210 mil litros (DANE, 2013, p.1).

1.2. ¢Quées la leche?

Segun (Alais, 1985) la leche es un alimento natural rico en nutrientes, contiene proteina de
alta calidad, grasas, vitaminas esenciales y minerales. Sin embargo, todas estas caracteristicas
también hacen a la leche un medio excelente para el crecimiento bacteriano y la transmisién de
enfermedades. Este liquido secretado por las glandulas mamarias de las hembras de los
mamiferos, tras el nacimiento de la cria, es una emulsion de materia grasa, en forma globular,
que muestra analogias con el plasma sanguineo. Es asimismo una suspension de materias
proteicas en un suero constituido por una solucion neutra que contiene principalmente, lactosa y

sales minerales (p.4).

Hay por lo tanto en la leche cuatro tipos de componentes importantes:



e Los lipidos, componentes esenciales de las grasas ordinarias (triglicéridos).
e Las proteinas (caseinas, albuminas y globulinas).
e Los gllcidos, esencialmente la lactosa.

e Las sales.

Y en pequefias cantidades tiene lecitinas, vitaminas, enzimas, nucleétidos, gases
disueltos, entre otros. La leche estd compuesta por un 88% de agua, 61% energia, 3.4% de

grasa, 3,2% de proteina 4.7% lactosa y 0.72% de minerales (Alais, 1985, p.5).

1.3. ¢Quées calidad?

Se entiende por leche de calidad a la que proviene del ordefio de vacas sanas bien
alimentadas, libre de olores, sedimentos, substancias extrafias y con caracteristicas como:
cantidad y calidad apropiada de componentes sélidos (grasa, proteina, lactosa y minerales);
con un minimo de carga microbiana; libre de bacterias causantes de enfermedad
(brucelosis, tuberculosis, patégenos de mastitis y toxinas); libre de residuos quimicos e
inhibidores y con un minimo de células somaticas (Ministerio de Agricultura & Desarrollo

Rural, 2012, p.4).

1.4. ¢Que es calidad higiénica?

15
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La calidad higiénica se refiere al contenido de bacterias y organismos patdgenos en la
leche y a la presencia de residuos de medicamentos, que pueden afectar la salud humana y el

proceso de produccion de algunos derivados lacteos ( Fedegan, 2012b, p.115).

1.4.1. ;Cbmo se mide la calidad higiénica?

Esta se mide en Unidades Formadores de Colonia (UFC), que hace referencia al recuento
de bacterias mesofilas aerobias; valores menores a 200.000 UFC/ml, el productor es bonificado
segun lo establecido para Antioquia y recuentos superiores a este, los productores son castigados
(Ministerio de Agricultura, 2012, p.18), esta resolucion es la que reglamenta el pago de la leche
cruda al productor primario sobre la base de pardmetros de calidad composicional e higiénica.

(Tabla 1).

Este analisis es un indicador de la higiene antes de que obtenga el producto y el alto

nimero de Unidades Formadoras de Colonia (UFC) nos indica unas inadecuadas préacticas de

higiene durante el ordefio.

1.4.2. ¢CoOmo se paga la calidad higiénica en Colombia?

El pago de Unidades Formadoras de Colonia (UFC) en Colombia se hace de la siguiente

forma:
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Recuentos de 0 a 175,000 UFC/ml, es una leche de muy buena calidad y es
bonificado, recuentos de 175,001 a 200,000 UFC/ml, no recibe bonificacion pero tampoco
lo castigan, la franja neutral y recuentos superiores de 200,001 UFC/ml son castigados

(Ministerio de Agricultura, 2012, p.18).

Tabla 1.

Bonificacion o penalizacion para pago por calidad para Antioquia (Region 1 - Calidad

Higiénica)
Escala de pago -recuento total de bacterias Escala de pago — frio
Rango (UFC/ml)
($/Litro) ($/Litro)

0 - 25,000 74 15
25,001 - 50,000 63 15
50,001 - 100,000 50 15
100,001 - 150,000 38 10
150,001 - 175,000 24 10
175,001 - 200,000 0 0
200,001 - 300,000 -13 0
300,001 - 400,000 -24 0
400,001 - 500,000 -38 0
500,001 - 600,000 -50 0

600,001 o mas -63 0




18

1.4.3. Factores que afectan la calidad higiénica

Hay varios factores que pueden afectar la calidad higiénica en la leche, como son: una ubre
con mastitis, contaminantes ambientales, contaminacion por recipientes, tiempo, temperatura de

almacenamiento y transporte (Gaviria, 2007, p.115).

Con las buenas précticas de higiene aplicadas a las instalaciones, al manejo de las vacas en
las fases de ordefio, conservacion de la leche, limpieza y desinfeccion, reduciran
significativamente el riesgo de contaminacion de la leche cruda por material extrafio,
microorganismos 0 sustancias quimicas, con ello se protege de contaminaciones a los
consumidores o procesadores, y ademas se crea una cultura de higiene en los productores para

ofrecer un producto de calidad (Garzon & Nieto, 2011, p.26).

La buena calidad higiénica de la leche depende de las buenas précticas de ordefio

(FEDEGAN, 2012b, p.120).

1.5. ¢Qué son las Células Somaticas?

Las Células Somaticas son células blancas propias del organismo que le sirven como
defensa a la glandula mamaria de la vaca contra organismos patdgenos, estas células son
epiteliales y leucocitos, los cuales actian como respuesta defensiva contra una lesion
inflamatoria general de tipo infeccioso en la glandula y es indicador de la mastitis, ademas se

encuentran compuestas en su mayor proporcion por leucocitos (Macréfagos, linfocitos y



neutrofilo) con un 98% de células somaticas y el 2% son células epiteliales (células de

descamacion) (Jaramillo, 2000, p.39).

1.5.1. Importancia de las células somaticas

La importancia del conteo de células sométicas en la leche es que se puede conocer si
la leche que obtenemos de la glandula mamaria es de buena calidad, asi mismo, conocer el
estado de salud de la misma al obtener un nimero elevado de células sométicas. Cuando
hay estimulos o enfermedades de la glandula mamaria aumenta en contenido de células
somaticas, con lo cual el nimero de células inmunes aumenta considerablemente. El
conteo de células somaticas (CCS) es el nimero de células por mililitro de leche, es por
consiguiente un indicador Util para la concentracion de leucocitos en leche (Hernandez et

al, 2008, p.2).

Cuando se tienen conteos de celulas somaticas menor a 200.000 células/ml nos
indica que el 80% de los animales no esta infectado y es un hato muy bueno, conteos entre
200.000 y 400.000 células/ml, nos indica la presencia de mastitis subclinica, estos hatos
poseen buenas practicas de manejo pero no hacen énfasis en el control de mastitis, conteos
mayores de 400.000 células/ml nos indica que hay mas del 10% de pérdidas por mastitis

subclinica y que no hacen unas buenas practicas de manejo (Hernandez et al, 2008, p.15).

1.6. ¢Que es la mastitis?
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La mastitis es una enfermedad causada por microorganismos que invaden la ubre, cuando se
opera mal la maquina de ordefio, o se realiza mal la rutina de ordefio manual, se produce un
proceso inflamatorio leve o severo. La inflamacion de la ubre se caracteriza por cambios en el
tejido glandular y la leche. Cuando estos cambios son detectables mediante inspeccion y/o
palpacion, hablamos de mastitis clinica. Si no hay cambios detectables clinicamente, se recurre a
métodos indirectos de campo o de laboratorio; y si éstos son positivos, hablamos de mastitis

subclinica (Andresen, 2001, p.1).

1.6.1. ¢Queé es la mastitis subclinica?

La mastitis subclinica es una inflamacion de la ubre sin sintomas externos reconocibles. El
contenido de células somaticas esta elevado en dos de tres muestreos (con un intervalo de una
semana) y se observa la presencia de patdgenos de mastitis, la composicion quimica de la leche
esta alterada. La mastitis clinica se observa con sintomas claros de una inflamacién de la ubre,
hay temperatura elevada, con dolores e inflamacion. La leche estd muy alterada
macroscopicamente y con frecuencia los animales presentan fiebre (Wolter, Kloppert, &

Zschoeck, 2000, p.20).

La mastitis es la enfermedad mas comun del ganado de leche y la mas importante bajo un
punto de vista econdmico. Segun la epidemiologia de los patdgenos que la inducen, mastitis se
puede clasificar en dos tipos: mastitis contagiosa y mastitis ambiental. Las bacterias responsables
de la mastitis contagiosa incluyen estreptococos (Streptococcus agalactiae, Streptococcus

dysgalactiae), estafilococos coagulasa positivos (Staphylococcus aureus), estafilococos



coagulasa negativos (Staphylococcus epidermidis) y Corynebacterium bovis. La mastitis
contagiosa se transmite de vaca a vaca durante el proceso de ordefio, siendo el reservorio del
patdgeno los cuarterones infectados. Por el contrario, el reservorio de los patdgenos
responsables de la mastitis ambiental es el entorno de la vaca lechera. Los patogenos
responsables de este tipo de mastitis son bacterias Gram negativas (Escherichia coli,
Klebsiella sp, Serratia sp. y Proteus sp.), estreptococos (Streptococcus uberis y Str.
dysgalactiae) y enterococos ambientales (Enterococcus faecalis). (Garcia, Martinez, &

Rodriguez, 2008, p.55).

1.6.1.1. Streptococcus agalactiae

El Streptococcus agalactiae es una bacteria parésita de la ubre; es decir, que
depende de la ubre para sobrevivir. Fuera de ella, en el medio ambiente, no puede
mantenerse por mucho tiempo. Otra caracteristica del Streptococcus agalactiae es que
vive en los conductos galactéforos, lo que permite que sea alcanzado por los antibiéticos
en los tratamientos intramamarios. No es un invasor del parénquima mamario como el
Staphylococcus aureus. Estas caracteristicas, asociadas al hecho de que es muy sensible a
la penicilina, permite que sea posible eliminarlo de las ubres de las vacas mediante

estrategias simples de control (Andresen, 2001, p.59).

1.6.1.2. Staphylococcus aureus

21



22

Staphylococcus aureus es a nivel mundial el agente patégeno contagioso mas importante
asociado con la glandula mamaria, que causa la mastitis. La bacteria penetra por el canal lacteo
al tejido glandular muy profundamente y frecuentemente se encapsula para formar nodulos en la
ubre los cuales se pueden palpar. EI S. aureus es una bacteria que dificilmente o en muy pocas

ocasiones se puede eliminar mediante una terapia medicamentosa (Wolter et al., 2000, p.12).

1.6.1.3. Enterococcus

Los Enterococcus causan en los bovinos mastitis en uno o dos animales. Su hébitat
natural es el tracto gastrointestinal de los mamiferos. De ahi pueden ser evacuados a los corrales
y cuando hay un animal con inmunodepresion, podran colonizar la ubre. El curso de la mastitis
es muy similar al de S. uberis, se debe enfatizar que los Enterococcus son muy resistentes a

antibidticos (Wolter et al., 2000, p.30).

1.6.2. Formas de contagio de mastitis y problemas que causa una mala calidad

higiénica y sanitaria.

El contagio se efectlia principalmente del ordefio, de un cuarto a otro, de una vaca a otra y

son trasmitidos principalmente de las siguientes formas:

Mediante la mano del ordefiador, a través de aerosoles de la leche, mediante las toallas para

secar la ubre, mediante el equipo de ordefio (Wolter et al., 2000, p.27).



Cuando se produce una leche bajo malas condiciones higiénicas y sin enfriamiento, la
contaminacion microbiana causa generalmente la formacion de &cido lactico, lo que conduce

a una rapida acidificacion de la leche (Wolter et al., 2000, p.9).

Si tenemos una mala calidad sanitaria en la leche se reduce la produccion diaria, cambia
la composicion en (Cuajada del queso), el precio de la leche disminuye, y si no se le hace un
buen manejo se puede convertir en una mastitis clinica la cual tiene mayores problemas como
pérdida por baja produccion del animal enfermo, pérdida de produccién por la duracién de la
eliminacién del medicamento, aumentan los costos por mano de obra, medicamentos y del
Médico Veterinario (Wolter et al., 2000, p.5). También observamos la disminucién en el
rendimiento industrial que es particularmente drastica pudiendo alcanzar valores de hasta
4%. Esto significa una pérdida final de 400 Kg de queso por cada 100 000 Lts de leche
procesada, si fuera considerado el rendimiento medio de un Kg de queso por cada 10 Lts de
leche utilizado. Hay referencias que demuestran, el aumento del tiempo de coagulacién para
la fabricacion de quesos, la pérdida de proteina del suero y la probabilidad de ocurrir un

sabor rancio en el queso y en la mantequilla (Gaspar, Molina, & Coca, 2010, p.5).

1.7. ¢Qué significa calidad de la leche?

Hablar de calidad de la leche significa: para el consumidor, productos de buena

calidad y de buena presentacion; y para el ganadero, mayor produccién al tener su hato

sano y, por lo tanto, mayores ingresos por venta de la leche.
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El andlisis de leche de tanque es un instrumento Gtil para evaluar la calidad de la leche y

supervisar el estado de salud de ubre en un hato (Jayarao et al, 2003, p.1).

Todas las personas tienen derecho a que los alimentos que consumen sean inocuos. Es
decir que no contengan agentes fisicos, quimicos o biol6gicos en niveles mayores a los
permitidos o de naturaleza tal, que pongan en peligro su salud. De esta manera, se concibe la

inocuidad como un atributo fundamental de la calidad (Tafur Garzon, 2009, p.330).

1.8. ¢Queé son coliformes totales?

El recuento de coliformes totales tiene origen en la contaminacién directa, o indirecta con
materia fecal, deben ser menores de 100UFC/ml; los recuentos superiores a 700 UFC/ml, son
indicadores de ordefios con pezones sucios y himedos, es decir; malas practicas de higiene
durante el ordefio. Otros factores que inciden en los recuentos altos, estan relacionados con el
sistema de alojamiento de los animales, calidad del lavado y desinfeccion de los equipos,
presencia de fago en corrales y camellones, y caracteristicas microbioldgicas del agua de lavado

(Gaviria, 2007, p.117).

1.9. Buenas précticas de ordefio

La rutina de ordefio, es parte del proceso de varias acciones que va desde la preparacion de

la vaca para el ordefio, hasta el resguardo sanitario de la glandula mamaria (ubre). Esta labor

técnica es una de las etapas de mayor importancia dentro del gran complejo que es la produccion
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de leche. El efectuar la rutina de ordefio correctamente, esta relacionado con la calidad

higiénica, calidad composicional y cantidad de leche obtenida. La rutina de ordefio es la

operacion de mayor influencia y la més determinante en la obtencion y preservacion de

leche en lo referente a calidad. Se inicia con el arreo de las vacas desde el potrero o patios

de alimentacion, con las siguientes recomendaciones:

b)

d)

9)

Aurrear las vacas con calma, sin palos, sin perros, sin gritos y en lo posible a pie. Si se rodea a
caballo, hacerlo al “tranco de las vacas y no al tranco del caballo”; es decir hacerlo con calma
y al paso de la vacas.

Hacer pasar a las vacas a sus puestos de ordefio con igual tranquilidad.

Mojar los pezones y la base inferior de la ubre con un minimo de agua, a objeto de hacer una
limpieza superficial del barro o polvo acumulado. Se debe obviar este paso si los pezones se
presentan en condiciones de limpieza adecuada.

Lavarse las manos los ordefiadores y secarselas.

Eliminar los 3 primeros chorros de leche de cada cuarto, empleando para ello el "recipiente
de fondo oscuro". Esta operacion se efectia con el proposito de: Eliminar leche residual,
detectar mastitis clinica (pus, grumos, sangre, cuartos afiebrados o duros), y estimulacion
para el maximo aprovechamiento del reflejo de bajada de leche.

Proceder al secado de los pezones con toallas desechables en cada vaca. Es importantisimo
ordefar pezones limpios y secos, ya que si se ordefian mojados se facilita el deslizamiento de
las pezoneras y aumenta las Unidades Formadoras de Colonias (UFC), presentes en la leche
por efecto del agua contaminada que escurre y que absorben las pezoneras.

Aplicar un presellado (yodado o clorado), y dejarlo actuar 30 segundos.
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h) Secar el presellado con toallas desechables en cada vaca.

i) Colocar la unidad de ordefio (pezoneras) 30 a 60 segundos desde iniciada la preparacion de la
ubre a fin de aprovechar la accion hormonal (oxitocina), si es ordefio manual se procede a
ordefar.

J) Puesta la unidad, debemos alinearla, impidiendo con ello pezones retorcidos, estrangulamiento
de mangueras y deslizamiento o trepado de las pezoneras.
k) Inmediatamente terminada el ordefio, retirar la unidad, cortando previamente el vacio.

1) Aplicar el sellado con un producto yodado (Santana & Uribe, 2006, p.124).

1.10. ¢Como mejorar las U.F.C, R.C.S. y evitar los residuos de antibidtico en leche?

Mejorar el recuento de células somaticas a través de:

e Mantener el equipo de ordefio en buen estado de funcionamiento y con una adecuada
manutencion.

e Efectuar una rutina de ordefio adecuada.

e Realizar el sellado inmediatamente finalizado el ordefio de cada vaca.

e Tratar con antibidtico en presencia de mastitis clinica, previa prescripcion del médico
veterinario.

e Efectuar "Terapia de secado™ a todas las vacas al término de su lactancia, con la
excepcion de aquéllas que vayan a ser eliminadas, con la finalidad de tratar infecciones

presentes y evitar nuevas infecciones.



Pasar al final del ordefio las vacas con mastitis clinica y/o con alto recuento de células
somaticas, evitando con ello la contaminacion a traves de las pezoneras.
Eliminar vacas con "infecciones cronicas” y las que presenten altos recuentos de células

somaticas de manera persistente.

Reducir las Unidades Formadoras de Colonia y Coliformes Totales y Fecales:

Efectuar una correcta rutina de ordefio (higiene).

Ofrecer a las vacas un ambiente limpio y seco.

Lavar y desinfectar el equipo y utensilios que entran en contacto con la leche.
Enfriar la leche lo antes posible después de obtenida.

Lavar el equipo de ordefio y tanque con agua a temperatura adecuada.
Emplear la cantidad de agua y detergente indicado por el proveedor.

Cumplir el tiempo de accion de todos los pasos del lavado.

Extremar el cuidado de las normas de higiene en todas las acciones del ordefio.

Normas bésicas para evitar presencia de antibidticos en la leche:
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Sefialar con una marca visible toda vaca en tratamiento con antibidticos. Registrar todo

tratamiento efectuado.

Registrar los tratamientos de secado "terapia de secado", para tener presente las fechas de

resguardo de la lactancia de cada vaca.

Respetar estrictamente el "periodo de resguardo™ de los medicamentos (Santana & Uribe,

2006, p.124).
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1.11. ¢ Qué es C.M.T. y como se mide?

Mangandi (2008) nos dice que la prueba de California para mastitis es un método de
diagnostico que posee una sensibilidad del 97% y una especificidad del 93%.La prueba de CMT
consiste en el agregado de un detergente a la leche, el alquilauril sulfonato de sodio, causando la
liberacion del ADN de los leucocitos presentes en la ubre y este se convierte en combinacion con
agentes proteicos de la leche en una gelatina. A mayor presencia de células se libera una mayor
concentracion de ADN, por lo tanto mayor sera la formacion de la gelatina, traduciéndose en
nuestra lectura e interpretacion del resultado como el grado mas elevado de inflamacion. Es
decir, permite determinar la respuesta inflamatoria con base en la viscosidad del gel que se forma
al mezclar el reactivo (purpura de bromocresol) con la misma cantidad de leche en una paleta

con cuatro pozos independientes permitiendo evaluar cada cuarto independientemente. (p.12)

El grado de CMT esta directamente relacionado con el promedio del conteo de células

somaticas. En la tabla 2 se muestra como estan relacionados.

Una reaccion de T (trazas) o mas indica que hay mastitis subclinica en el cuarto

(Mellenberger, 2004, p.3).

Tabla 2.

Grado de CMT Rango de Células Somaticas Interpretacion.



Grado de C.M.T.  Rango de células somaticas Interpretacion
N (negativo) 0-200.000 Cuarto sano

T (trazas) 200.000 — 400.000 Mastitis subclinica
1 400.000 — 1.200.000 Mastitis subclinica
2 1.200.000 — 5.000.000 Infeccion seria

3 Maés de 5.000.000 Infeccion seria

1.12. ¢ Qué es inocuidad en la leche?

La inocuidad de la leche se genera en la produccion primaria y comprende, entre
otros aspectos, la salud de los animales, los tratamientos con medicamentos veterinarios, la
alimentacion, la higiene del ordefio, el almacenamiento y la conservacion de la leche en la

finca (Garzon et al, 2011, p.7).

La leche procedente de animales tratados con antibiticos y otros medicamentos
veterinarios cuyos principios activos o metabolitos se eliminen por la leche, solo podra darse
para el consumo humano hasta tanto haya transcurrido el periodo de retiro especificado en el
rotulo para el medicamento o insumo pecuario en Cuestién (Ministerio de la proteccion
Social, 2006, p.8). Los residuos de los antibi6ticos en la leche, independientemente de
acciones biologicas (alergias en consumidores, aparicion de flora resistente), tienen
repercusiones tecnoldgicas importantes en la elaboracion de queso. Su accion tecnologica
principal es la provocacion de trastornos en la capacidad de acidificacion de la leche. Los

cultivos iniciadores, responsables primeramente de la acidificacion de la leche y después de
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los cambios bioquimicos que tienen lugar durante la maduracién (transformacion de la cuajada
en queso), se ven inhibidos por los residuos de antibioticos, fallan, y el queso obtenido se altera,
o al menos no presenta unas caracteristicas organolépticas tan satisfactorias como las del queso
en el que los cultivos iniciadores han actuado con normalidad (Tornadijo, Marra, Fontan, Prieto,

& Carballo, 1998, p.80).
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2. Identificacién del problema

El andlisis de la calidad higiénica, sanitaria e inocua de la leche es una herramienta diagnostica
que permite evaluar los procedimientos implementados en un hato lechero; asi, la calidad
sanitaria determina la presencia células somaéticas lo cual indica el estado de la ubre de la vaca,
es decir; ausencia o presencia de mastitis subclinica o clinica.

En la evaluacién de la calidad higiénica de la leche se miden los siguientes parametros:
Unidades Formadoras de Colonias, Coliformes Totales y Fecales, lo cual indica el grado de
la limpieza que se tiene en la rutina de ordefio, de ahi la importancia de realizar estas
pruebas.

Por otro lado la calidad inocua analiza los residuos de sustancias nocivas para la salud
humana, segun la reglamentacion 616 la leche debe estar libre de cualquier sustancia quimica
entre estas los antibioticos, factor sumamente importante para su consumo.

Estos analisis son desconocidos o subvalorados por los productores lecheros, al no enviar
a analizar su produccién se arriesgan a sanciones y disminuciones en el precio de leche
afectando su economia al incrementar los costos por tratamiento de mastitis y una baja tanto
en la calidad y cantidad de la leche, ademas se pueden presentar riesgos para el consumidor.

Es necesario que los productores sean conscientes de la calidad de la leche que producen
en sus hatos, realizando unas buenas rutinas y précticas antes, durante y después del ordefio
con la finalidad de producir una leche con dptimas condiciones: UFC<200.000, Células
Somaticas < 400.000, Coliformes Totales < 100.000 y ausencia de Coliformes Totales y
antibidticos. Para esto, se hace indispensable realizar capacitaciones, seguimientos e

intervenciones para poder hacer los correctivos necesarios y producir una leche inocua.
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Es por esto que este es un escenario ideal para realizar estudios diagnésticos para saber a ciencia
cierta como es la situacion actual de ordefio en un hato y poder aplicar acciones preventivas,
correctivas o de mejoras. Este trabajo se centrd en caracterizar y analizar las practicas de ordefio
realizadas en diferentes hatos con el fin de determinar los riesgos y poder implementar

programas de buenas practicas de ordefio por medio de diversas intervenciones.



3. Objetivos

3.1. Objetivo general

Analizar la calidad sanitaria, higiénica, e inocuidad de la leche de tanque, en hatos de
lecheria especializada en el Norte y Oriente de Antioquia; sometidos a una intervencion de

buenas préacticas de rutina en ordefio.

3.2. Objetivos especificos

Determinar los valores de Recuento de Células Somaticas (RCS), Unidades
Formadoras de Colonia (UFC), Recuento de Coliformes Totales (RCT), Recuento de
Coliformes Fecales (RCF) y deteccion de residuos antibioticos, en leches provenientes de

tanques de refrigeracion de 13 hatos del Norte y oriente de Antioquia.

Determinar los microorganismos presentes, por medio de cultivo microbiolégico, en
las muestras de leche provenientes de tanques de refrigeracion de los 13 hatos del Norte y

oriente de Antioquia.

Evaluar la asociacion entre el tipo de patdgeno aislado y el aumento en el Recuento

de Células Somaticas en los 13 hatos del Norte y oriente de Antioquia.
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Establecer si existe asociacion entre tipo de ordefio y las variables dependientes RCS,

UFC, RCT, RCF y microrganismos de los 13 hatos del Norte y oriente de Antioquia.

Evaluar el efecto de la intervencion en buenas practicas de ordefio, en los hatos que

permitan ser capacitados y muestreados sus tanques de refrigeracion, durante seis meses.

Asociar de manera descriptiva el procedimiento en la rutina de ordefio, con respecto a la
presentacion de mastitis subclinica en cada vaca, a través de la prueba Californian Mastitits Test

(C.M.T.), en los hatos que permitan ser intervenidos, durante seis meses.



4, Metodologia

4.1. Seleccion de la muestra:

La seleccion de la muestra se realizd a conveniencia, ya que este proyecto fue
financiado en el marco de otro macroproyecto, y dependia entonces, de la partida
presupuestal del mismo. Los hatos seleccionados fueron los que previamente estaban
vinculados al macroproyecto titulado “Leche sin antimicrobianos residuales”, aprobado por
el Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural (2008 — 2011), al grupo de investigacién

Biogénesis, de la Universidad de Antioquia.

Los criterios de inclusion de los hatos fueron: pertenecer a la zona Norte y Oriente de

Antioquia, tener tanque de enfriamiento de leche y, realizar ordefio manual o mecénico.

En total se seleccionaron 13 hatos de lecheria especializada en: San Pedro de los

Milagros (n = 10), Don Matias (n = 1) y Rionegro (n = 2).

4.2. Toma de muestras.

En una primera fase, se tomaron muestras de leche del tanque de enfriamiento, una
vez a la semana, durante cuatro semanas, en cada uno de los hatos. La muestra se tomd
directamente del tanque, el cual contenia el total de leche recolectada de un ordefio, a 4°C

(una a dos horas de refrigeracion). La leche fue homogenizada por agitacion durante cinco
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a diez minutos. Se recolecté una muestra con un cucharén de aluminio limpio, desinfectado con
alcohol, la cual se envasé en un recipiente pléstico estéril, con taparrosca, de aproximadamente
40 mL. Las muestras fueron identificadas con la fecha de muestreo, el nombre del hato, el
municipio, la vereda, la hora de muestreo, el nimero de vacas en produccion, el nimero de
ordefos, el tipo de ordefio, los litros de leche totales en tanque y el responsable; se colocaron
inmediatamente en una cava con gel refrigerante congelado (4 — 6°C), y se llevaron al
laboratorio. Las pruebas especificas se realizaron en un tiempo menor a 24 horas posrecoleccion,

y las muestras siempre permanecieron a 4°C.

En la segunda fase de toma de muestras, posterior a la capacitacién en buenas practicas de
ordefio, se seleccionaron hatos (n = 4) para ser intervenidos segln los siguientes criterios de
inclusion: que los productores estuviesen dispuestos a continuar con las mediciones, que tuvieran
>200.000 RCS y >200.000 UFC. Se realizaron CMT individualmente a todas las vacas en ordefio
de los hatos, una vez al mes, durante seis meses. EI mismo dia, terminado el ordefio, se tomaron

muestras de la misma manera que en la primera fase.

4.3. Capacitacion en buenas practicas de ordefio

Después de las cuatro semanas de muestreo en la primera fase, se realizaron dos
capacitaciones a los productores y sus empleados en los temas de: buenas practicas de rutina de
ordefio, calidad higiénica, sanitaria y residuos de antibioticos en la leche; lavado y desinfeccion
de equipos, utensilios ordefio y tanque de leche; prueba de mastitis california test (CMT) para

detectar las vacas con mastitis subclinica; y flameado de ubre y desborle de cola. La metodologia
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para el desarrollo de las capacitaciones fue: en la primera, se ofrecié una conferencia magistral
de dos horas de duracién, a cargo de un médico veterinario especialista, donde se trataron las
temaéticas, y se respondieron las preguntas de los asistentes a manera de foro; en la segunda, se
realizaron actividades practicas en uno de los hatos, dirigida por un médico veterinario
especialista, que abarcaron las mismas temaéticas y donde los asistentes podian ejecutar los

procedimientos luego de la demostracion.

4.4. Medicién de calidad sanitaria

Se estimé midiendo el recuento de células somaticas (RCS) por medio del kit

Portacheck® (Ver protocolo, anexo 1).

4.5. Medicién de la calidad higiénica

Se estimé midiendo el recuento de Unidades Formadoras de Colonia (UFC) (Rida
Count® mesofilos), recuento de Coliformes Totales (RCT) y fecales (RCF) (Rida Count®

coliformes) (ver protocolos, anexo 2).

4.6. Cultivo microbiolégico.

Se identificaron las bacterias presentes en las muestras de leche de tanque utilizando

un protocolo convencional (ver protocolo, anexo 4). Solamente se realizd en la primera

fase de toma de muestras.
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4.7. Medicién de residuos de antibi6ticos

Se determind la presencia de residuos de antibiticos betalactdmicos utilizando el kit

Delvotest® (ver protocolo, anexo 3)

4.8. Analisis estadistico.

Los resultados de las pruebas fueron tabulados en una hoja de calculo (Excel®, version

2010). Los analisis se realizaron con el programa SPSS version 18®, e igualmente se tabularan

los datos obtenidos a través del CMT por cuarto de cada vaca en el programa de CMT-Bayer®.

A las variables dependientes que se midieron, se les asignaron categorias como se

describen en la tabla 3.

Tabla 3
Variables
Variable Categoria Valor Significado
0 Manual
Tipo de ordefio
1 Mecanico
0 <200.000 célula somaticas/mL Buena calidad sanitaria
RCS 1 200.001 - 400.000 célula Mastitis subclinica

somaticas/mL moderada



>400.001 célula somaticas/mL
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Mastitis subclinica severa

<175.000 UFC/mL

175.001 — 200.000 UFC/mL

Buena calidad higiénica
(puede bonificar)

Buena calidad higiénica

UFC (sin bonificacion)
>200.001 UFC/mL Mala calidad higiénica
(susceptible de
penalizacion)
Ausencia de coliformes totales Buena calidad higiénica
RCT
Presencia de coliformes totales Mala calidad higiénica
Ausencia de coliformes fecales Buena calidad higiénica
RCF
Presencia de coliformes fecales Mala calidad higiénica
Ausencia No se obtuvieron
aislamientos de
Aislamiento
microorganismos
microbiano
Presencia En tres cultivos repetidos
se obtuvo aislamiento
Streptococcus agalactiae Asociadas a mastitis
Streptococcus pyogenes Asociadas a mastitis
Tipo de

microorganismo

aislado

Staphylococcus epidermidis
Enterococcus spp
Staphylococcus aureus

Escherichia coli

Asociadas a mastitis

Asociadas a mastitis

Asociadas a mastitis

Asociadas a mastitis
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10

11

12

13

14

Streptococcus dysgalactiae
Staphylococcus haemolyticus
Enterobacter hafnie
Enterobacter agglomerans
Klebsiella oxytoca

Klebsiella ozaenae
Corynebacterium spp
Streptococcus uberis

Candida spp

Asociadas a mastitis

Asociadas a mastitis

Asociadas a mastitis

Asociadas a mastitis

Asociadas a mastitis

Asociadas a mastitis

Asociadas a mastitis

Asociadas a mastitis

Asociadas a mastitis

Fuente: Tatiana Ortiz. 2014

Se elabor6 una tabla descriptiva de los resultados obtenidos de cada hato y graficos de

dispersion, tanto en la primera como en la segunda fase de muestreo.

Se analizaron los valores (RCS, UFC, RCT y RCF) de la primera fase de muestreo por

medio de un andlisis de varianza ANOVA, para comparar las diferencias entre hatos, con un

nivel de significancia de p<0.05. Para saber cudles hatos especificamente presentaban diferencia

estadistica, se realizé una prueba post-hoc (Bonferroni).

Se determino la frecuencia de cultivos con aislamiento de microorganismos en cada uno

de los hatos, solo se tuvieron en cuenta los microorganismos aislado en tres o mas cultivos.

Se realiz6 un analisis bivariado, con una prueba de chi cuadrado (x?), para encontrar la

asociacion entre: (a) cada tipo de microorganismo y los RCS, (b) tipo de ordefio y los RCS, UFC,



RCT y RCF y tipo de microrganismo. Para determinar si habia asociacion, resultado de x2
de Pearson debia ser mayor a 3.84, con un p<0.05, y con un intervalo de confianza (IC)
de 95%. Para determinar si primera variable es un factor de riesgo para la segunda, el
Odds Ratio (OR) y el IC debian ser superiores a 1; o si ambos eran inferiores a 1, se

consideraba un factor protector.

Los resultados de CMT de los hatos intervenidos en la segunda fase,
poscapacitacion, fueron analizados unicamente de forma descriptiva usando el programa
Manejo de la salud de la ubre (MASALUBRE, v. 32 Abril 2007, Bayer®). Las muestras
se clasificaron por cruces segun la aglutinacién que presentaron: (a) Traza o +, poca
aglutinacion; ++, aglutinacion moderada; +++, aglutinacién severa; -, sin aglutinacion

(Mellenberger, 2004, p.1) (ver anexo 4).

Los resultados de RCS, UFC, RCT y RCF, obtenidos en la segunda fase de

muestreo, fueron comparados con los de la primera fase usando una T de Student.

41
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o. RESULTADOS

De los 13 hatos muestreados en la primera fase, siete (53,84%) usaban ordefio manual y
seis (46,16%) ordefio mecanico. Se determinaron los rangos de RCS, UFC, RCT, RCF en los

cuatro muestreos de los 13 hatos (tabla 4), al igual que sus promedios (figuras 1y 2).

Tabla 4.
Rangos de RCS, UFC, RCT Y RCF de leche de tanque de refrigeracion, en los hatos

muestreados en la primera fase.

Rangos de Rangos Rangos
Hato  Rangos de RCS/mL

UFC/mL RCT/mL RCF/mL
1 49.000 - 60.000 1.000 - 5.000 90 - 500 0
2 160.000 - 470.000 1.000 - 13.000 150 - 600 0-70
3 49 - 350.000 2.000 - 138.000 150 - 2.800 0-50
4 210.000 - 490.000 2.000 - 6.000 30 - 150 0-30
5 49.000 - 550.000 3.000 - 7.000 100 - 1390 0-10
6 590.000 - 1.560.000  16.000 - 60.000 50 - 480 0-20
7 590.000 - 1.320.000  2.000 - 33.000 460 - 2.000 0
8 49.000 - 440.000 1.000 - 10.000 20 - 120 0
9 49.000 - 560.000 5.000 - 198.000 500 - 11.400 0-10
10 470.000 - 1.770.000 5.000 - 1.040.000 80-4.400  890-2.100

11 140.000 - 580.000  1.000 - 120.000 90 - 740 0-40
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12 1.480.000 - 3.000.000  5.000 - 86.000 320 - 3.220 0-40

13 930.000 - 1.990.000 59.000 - 935.000 10 - 1.200 10 - 20

Fuente: Tatiana Ortiz. 2014

Los hatos 6, 7, 10, 12 y 13 presentaron un promedio de RCS superior a 400.001

celulas/mL (Figura 1).

RSC promedio por hato
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Fuente: Tatiana Ortiz. 2014

Figura 1. Promedio de recuento de células sométicas por hato. Se muestra el valor promedio de los 4 muestreos de

cada uno de los hatos y su respectiva desviacion estandar

En los hatos 9, 10 y 13 las UFC presentaron un promedio entre 121.500 y 292.500
UFC/mL. En RCT estuvieron en un promedio entre 332,5 y 4.475 RCT/mL y en RCF

estuvieron en un promedio entre 5y 975 RCF/mL (Figura 2).
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Promedio UFC, RCT y RCF por hato

B UFCx100/mi
mRCT/ml
® RCF/ml

9 10 13

Fuente: Tatiana Ortiz. 2014
Figura 2. Promedios de UFC, RCT Y RCF en los hatos més afectados. Se muestran los valores promedios de los

hatos mas afectados.

Se observé mayor RCS en los hatos 6, 7, 10, 12 y 13 con diferencia significativa
(p<0,05), respecto a los otros hatos. En cuanto a UFC, RCT y RCF, no se encontraron

diferencias significativas (p<0,05) entre ninguno de los hatos.

Unicamente el hato 10 fue positivo a presencia de antibiGticos en leche. Por un error de
manejo, un animal que estaba en tratamiento antibiético no fue identificado correctamente
(posterior a la prueba se logr6 identificar) y la leche ordefiada se mezclé en el tanque de

enfriamiento.



Nueve hatos presentaron frecuencias mayores a tres en el aislamiento de

microorganismos especificos (Tabla 5).

Tabla 5.

Frecuencia de aislamiento de microorganismos en leche de tanque de enfriamiento por hato

45

Identific  Streptococcu  Sthapylococcu  Enterococcus  Escherichia  Staphylococcus — Candida
acion del s agalactie s epidermidis spp. coli haemolyticus spp.
hato

1 3

2 4

3 4

4 3

6 4

10 4

11 3

12 3

13 4

Fuente: Tatiana Ortiz. 2014

Existe asociacion entre la presencia de Streptococcus agalactiae y el aumento de
RCS (p=0,038; OR=5,250; IC 95% [0,998-27,609]), pero la presencia de esta bacteria no

es un factor de riesgo.
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Se encontré que el ordefio manual es un factor de riego (p=0,034; OR=4,200; IC 95%
[1,096-16,096]), para el incremento en el RCS. Ni el ordefio manual, ni el mecénico, fueron

asociados con UFC, RCT Y RCF.

Existe asociacién entre la presencia de Enterococcus spp. con el ordefio mecénico

(p=0,005; OR=0,750; IC 95% [0,595-0,945]).

Cuatro hatos (9, 11, 12 y 13) aceptaron asistir a las capacitaciones y fueron muestreados
nuevamente, en una segunda fase del proyecto. Se encontré una disminucion significativa

(p<0.015) del RCS en estos hatos, en los muestreos posteriores a la capacitacion (ver Figura 3).

INTERVENCION RCS
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Fuente: Tatiana Ortiz. 2014

Figura 3: Seguimientos de Recuento de Células Somaéticas de los hatos intervenidos

No se encontr6é ninguna diferencia estadistica en las UFC en los muestreos posteriores a

la capacitacién, aunque se observa una disminucién aparente (figura 4) que posiblemente indique



una mejora en las précticas de ordefio. Igual comportamiento presentaron los RCT y RCF

(Figuras 5y 6).
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Figura 4. Seguimiento de Unidades Formadoras de Colonia de los hatos intervenidos.
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Figura 5. Seguimiento de Recuento de Coliformes Totales de los hatos intervenidos.
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Figura 6. Seguimiento de Recuento de Coliformes Fecales de los hatos intervenidos.
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Los resultados de los seis muestreos de CMT en los hatos intervenidos, se presentan en

las tablas 5-8 y en las figuras 7-10. En los hatos 9 y 11, luego de la capacitacion, inicialmente se

encontré bajo porcentaje de cruces y vacas positivas, pero durante los otros cinco CMT se

observo un aumento gradual de estos (Tablas 6 y 7; figuras 7 y 8). Los hatos 12 y 13 tuvieron

vacas que presentaba mastitis clinica en alguno de sus cuartos.

Tabla 6.

Porcentaje de cruces de los cuartos afectados y vacas positivas del hato 9

Vacas Cuartos
C.M.T. n positivas afectados i i i

Total % (%) Cuartos % Cuartos %  Cuartos %
1 11 4 364 22,7 5 11,4 3 6,8 2 4,5
2 12 7 58,3 31,3 0 0,0 6 12,5 9 18,8
3 11 7 63,6 27,3 6 13,6 3 6,8 3 6,8
4 13 11 84,6 53,8 12 23,1 4 7,7 12 23,1
5 12 9 750 43,8 11 22,9 3 6,3 7 14,6
6 12 10 83,3 39,6 13 27,1 5 10,4 1 2,1
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Fuente: Tatiana Ortiz. 2014
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Figura 7. Porcentaje de cuartos afectados hato 9

Tabla 7.

Porcentaje de cruces de los cuartos afectados y vacas positivas hato 11

Vacas Cuartos
C.M.T. n positivas afectados i i o

Total % (%) Cuartos % Cuartos % Cuartos %
1 31 6 200 7,5 5 4,2 3 2,5 1 0,8
2 39 11 379 23,2 14 12.1 11 9,5 2 1,7
3 28 11 393 16,1 10 8,9 4 3,6 4 3,6
4 27 9 333 18,5 13 12.0 5 4,6 2 1,9
5 25 14 56,0 29,0 20 20.0 9 9,0 0 0,0
6 24 11 458 24,0 13 13.5 7 7,3 3 3,1

Fuente: Tatiana Ortiz. 2014
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Figura 8: Porcentaje de cuartos afectados hato 11

El hato 12 se encontrd en el primer CMT un 47.5% de cuartos afectados y un 80% de
vacas positivas al CMT, en el altimo CMT se logr6 disminuir los cuartos afectados en un 28.1%
y las vacas positivas un 62.5%. (Tabla 8 y figura 9). En este hato la bacteria presente era

Streptococcus agalactiae.

Tabla 8.

Porcentaje de cruces de los cuartos afectados y vacas positivas Hato 12

Vacas Cuartos Mastitis

C.M.T. n positivas afectados i i i clinica
Total % (%)  Cuartos % Cuartos % Cuartos % Cuartos %

10 8 80,0 475 5 12,5 12 30,0 2 5,0 0 0,0

8 5 625 309 2 6,3 7 21,9 1 2,8 0 0,0
10 8 80,0 450 6 15,0 5 12,5 2 5,0 5 12,5
8 6 750 434 0 0,0 2 6,3 11 34,4 1 2,8

EENGO RN SRy




5 8 6 750 344 2 6,3 8 25,0 1 3,1 0
6 8 5 625 281 6 18,8 0 0,0 3 9,4 0

Fuente: Tatiana Ortiz. 2014
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Figura 9. Porcentaje de cuartos afectados hato 12

El hato 13 inicialmente tenia un 38.5% de cuartos afectados y 92.3% de vacas
positivas, y en el 6 CMT se logrd disminuir los cuartos afectados en un 36.8% y un
70.6% de vacas positivas teniendo en cuenta que habian mas vacas que al inicio de los
CMT. (Tabla 9 y figura 10). En este hato la bacteria presente repetidamente en el tanque

fue el Streptococcus agalactiae.

Tabla 9:



Porcentaje de cruces de los cuartos afectados y vacas positivas en el hato 13
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C.MT. n

Vacas

positivas
Total

%

Cuartos
afectados
(%)

++ +++

Mastitis
clinica

Cuartos % Cuartos %  Cuartos

%

Cuartos

%

13
14
16
18
16
17

OO, WN -

12
12
10
13
12
12

92,3
85,7
62,5
72,2
75,0
70,6

38,5
37,5
29,7
37,5
359
36,8

4 7,7 5 9,6 11
6 10,7 9 16,1 6
9,4 8 12,5 5
13,9 7 9,7 9
10,9 4 6,3 12
10,3 3 19,1 5

[EEN
~N~wBgo
(BN

21,2
10,7
7,8
12,5
18,8
7,4

0

0
0
1
0
0

0,0
0,0
0,0
1,4
0,0
0,0

Fuente: Tatiana Ortiz. 2014
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6. ANALISIS Y DISCUSION

En la primera fase de este estudio, encontramos que unicamente los hatos 1 y 3
presentaron valores inferiores a 400.000 RCS/mL durante los cuatro muestreos, y que los hatos,
2,4,5, 8,9, 11, tienen un valor promedio inferior a la misma cifra. Las ubres sanas usualmente
tienen valores de células somaticas por debajo de 200.000 RCS/ml, valores superiores estan
usualmente asociados con una infeccion de la glandula mamaria (Caraviello, 2004, p.1). Las
reglamentaciones internacionales permiten recepcion de leche con diferentes recuentos, en la
Unién Europea el conteo limite permitido es de 400.000 RCS/mL (Van Schaik, Lotem, &
Schukken, 2002, p.782); igualmente en Noruega, Nueva Zelanda, Suiza y Australia (Norman,
Miller, Wright, & Wiggans, 2000, p.2782). En Colombia no hay una reglamentacion al respecto,
pero algunas empresas acopiadoras bonifican voluntariamente basandose en estas
reglamentaciones internacionales. Para los hatos analizados en este estudio, el 15% (2/13) tenia
valores <400.000 RCS/mL, y el 38% (5/13) valores >1.000.000 RCS/mL; esto es similar con
datos encontrados en el norte de Antioquia donde el 23% (101/434) de los hatos tenian valores
<400.000 RCS/mL, y el 35% (153/434) valores >1.000.000 RCS/mL. Estos resultados sugieren
la existencia de problemas serios de mastitis subclinica en los hatos (Reyes, Villar, & Olivera,
2010, p.5). De la misma manera, estos resultados son similares a un estudio realizado en
Cordoba, donde encontraron un promedio del RCS de 345.133 RCS/mL y en el 47% (n=7) de los
hatos el RCS fue mayor a 250.000 RCS/mL; ello indica que estos resultados se asocian a la
presencia de vacas con mastitis subclinica (Calderon, Rodriguez, Arrieta, Martinez, & Vergara,

2012, p.402). Podemos suponer que en esta primera fase, los hatos 6, 7, 10, 12 y 13, los cuales
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presentaron los mayores valores de RCS, tenian problemas relacionados con mastitis subclinica

en una poblacion considerable de sus vacas.

Las muestras de todos los hatos obtenidas durante la primera fase, presentan un bajo
numero de UFC, lo que indica que la rutina de ordefio es apropiada, hay limpieza y desinfeccion
tanto en los hatos que hacen ordefio manual, como en los de ordefio mecéanico. Segun la
resolucion 000017 de 2012 del Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural de Colombia, la
mayoria de los hatos (excepto el 9, 10 y 13) son susceptibles de bonificacion ya que estan dentro
de un rango de 1.000 — 138.000 UFC/mL. Hatos con similar nivel de UFC se encontraron en el
norte de Antioquia en el 2012 (Ruiz, Orozco, Rodriguez, Idarraga, & Olivera, 2012, p150). Por
el contrario, Ramon et al (2011), en un ordefio mecanico, encontraron un promedio mayor a
218.000 UFC, y el factor de riesgo encontrado fue la falta de limpieza de los pezones antes del
ordefio, ya que cuando el pezon entra en contacto con las pezoneras se contaminan (Ramon,

Restrepo, Ruiz, & Olivera, 2011, p.12).

En el norte de Antioquia en un hato con ordefio manual se encontré que aunque la leche
se obtiene con muy pocas UFC al momento del ordefio, el tiempo que transcurre desde el inicio
del ordefio hasta el enfriamiento de la leche hace que se incrementen los Mesdfilos hasta niveles

de penalizacion en el pago de la leche (Posada, Loaiza, Restrepo, & Olivera, 2010, p.43).

Con respecto a la deteccion de residuos de antibidticos en leches, solo se detectd en el hato 10
una sola vez, lo que nos indica que en los demas hatos hacen un buen tiempo de retiro en leche

como lo indica el decreto 616. Por el contrario a otro autor que encontraron en un estudio
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realizado en el municipio de Santa Rosa en 4 muestreo 7.3%, 19.6%, 4.6% y 4.7% de residuos de
antimicrobiano, lo que indica que se incumple la norma por factores que pueden ser el tiempo de
retiro y la no identificacion de la vaca (Reyes et al, 2010, p.6). Vasquez y col encontraron como
factores de riesgo el uso de medicamentos sin prescripcion médico veterinaria y la ausencia de

registro de tratamientos (Vasquez & Olivera, 2012, p.161).

Streptococcus agalactiae es un patdgeno contagioso causantes de mastitis que
puede persistir dentro de la gldandula mamaria, el método de propagacién es por contacto
horizontal (vaca a vaca), y se transmite por medio de las manos de los ordefiadores y
equipos de ordefio contaminados, la falta de uso del presellado y sellado (Keefe, 2012,
p.204). En las muestras de tres hatos (ver tabla 4), el Streptococcus agalactiae fue el
microorganismo predominante, y como lo reporta Jayarao (2003) “si su frecuencia de
presentacion en muestreos repetidos es igual o mayor a tres, puede considerarse el
patdgeno responsable de la infeccion en el hato” p.80. Es importante anotar que cuando
aparece esta bacteria, se considera que en el hato realizan malas practicas de prevencion y
control de la mastitis, es el principal agente asociado con la mastitis bovina y altamente

contagioso (Wolter et al, 2000, p.27).

Staphylococcus epidermidis se ha convertido en un importante patégeno de
mastitis que no debe ser descuidado (Oliveira et al, 2006, p.139). Esta bacteria causa
infecciones intramamarias, aumentan el RCS en la leche y se considera perjudicial para la
calidad de la leche y el rendimiento. Se encuentra en la piel, las mucosas y los pezones,

son generalmente considerados como patdgenos oportunistas originadas a partir de piel
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de bovino (Piessens et al, 2012, p.70). Por otra parte, el encontrar dos hatos con Staphylococcus
epidermidis se demuestra que la contaminacion por parte del ser humano, a través de malas
practicas de ordefio, tiene mucho que ver en las mastitis subclinicas (Oliveira et al, 2006, p.133).
y cada vez es més frecuente encontrar este tipo de patdgeno asociado a la mastitis subclinica.
Esta asociacion también fue encontrada principalmente en vacas multiparas con mastitis
subclinica y altos RCS, que en vacas primiparas (Thorberg, Danielsson-Tham, Emanuelson, &

Persson Waller, 2009, p.4965).

En el 2001, Ramirez y col encontraron que el principal patégeno en cuartos con >500.000
RCS/mL fue Streptococcus agalactiae con una incidencia del 47%, mientras que el
Staphylococcus epidermidis estaba presente en un 14.6% (Ramirez, Gaviria, Arroyave, Sierra, &
Benjumea, 2001, p.81). Estos mismos autores en 2011, en vacas con >200.000 RCS/mL,
encontraron que Streptococcus agalactiae tenia una incidencia del 34%, mientras que las
bacterias coagulasa negativo (S. epidermidis, S haemolyticus, S. saprofiticus) se presentaban en

un 13% (Ramirez et al, 2011, p.37).

Estos resultados no se pueden comparar con este estudio, ya que los aislamientos
bacterianos se realizaron directamente de cada vaca, no de leche de tanque de refrigeracion.
Podemos decir que el cultivo microbiolégico de muestras de leche en tanque puede ser una
herramienta para tener una aproximacion del estado sanitario de las ubres del hato, a un menor

costo.



Como se determind en este estudio (p=0.038, OR=5.250, IC 95% (0.998-27.609))
el riesgo de tener aumentado el RCS por realizar ordefio manual, es alto. No se pudo
determinar por observacion, ni analizando la rutina, cual seria el factor o factores que
hacen que se aumenten estas células por el ordefio manual, podria decirse que al hacer
ordefio manual, el riesgo de mastitis subclinica por Staphylococcus epidermidis es mayor,
debido al contacto permanente de la mano del ordefiador. Estos resultados se contradicen
a los reportados en Brasil, donde el ordefio mecanico presentd mayor prevalencia de
mastitis subclinica, tanto para el diagndstico por CMT, como para RCS y cultivo

bacterioldgico (Ruiz et al, 2011, p.62).

Se encontrd asociacion entre el ordefio mecénico y la presencia de Enterococcus
sp., esto puede deberse a las siguientes malas practicas de ordefio: incorrecta limpieza y
desinfeccion de las pezoneras o del sistema de recirculacién; inadecuado uso de los
productos de limpieza en términos de calidad o en tiempos de espera reducidos durante su
aplicacion; y el uso de agua de mala calidad. En Costa Rica se encontré un 38% de
Enterococcus sp. en muestras de leche cruda de ordefio mecéanico, atribuido
probablemente a la contaminacion fecal directa o indirecta, es decir; por medio del
ambiente, ya que las vacas generalmente estan en contacto con otros animales de granja
como gallinas, perros, caballos y cerdos o incluso, del ser humano; por otro lado, la
contaminacion puede deberse a la mala limpieza del equipo de ordefio y con la pureza del

agua que se utiliza para el proceso (Araya, Davidovich, Chaves, & Arias, 2005, p.165 ).

57
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En los cuatro hatos que participaron en la intervencion y en la segunda fase de muestreo,
se logré una disminucién de los anélisis de RCS (ver figura 3); esto nos indica que las
capacitaciones en buenas practicas de ordefio que se realizaron fueron efectivas y los
ordefiadores acataron las recomendaciones que se les dio para que lograran mejorar la calidad de
la leche. Las buenas practicas de ordefio son aspectos de manejo que todos los productores deben
utilizar rutinariamente, con el fin de generar beneficios para la obtencion de leche de mejor

calidad (Calderon et al, 2008, p.144).

En un estudio que se realiz6 en Paipa Boyacd, se logré una leve disminucion en UFC,
RCT Y RCF después de las capacitaciones que se realizaron, pero no se logré mejores resultados
debido a que los ordefiadores no tenian buena actitud frente a los cambios que debian de hacer
para mejorar su leche (Niera & Silvestri, 2006, p.168). Los porcentajes de cuartos afectados por
mastitis subclinica se logré disminuir en el 50% de los hatos intervenidos, posiblemente porque
esto depende de que los ordefiadores se esfuercen o no, en seguir las recomendaciones dadas

durante las capacitaciones, y que el propietario tenga la voluntad de seguirlas también.

Con respectos a UFC se observo una leve disminucién no significativa ya que los hatos
estaban por debajo de 200.000 UFC/mL (ver figura 4) que es lo permitido de acuerdo a la
resolucion (Ministerio, 2012, p.18). En los resultados RCT y RCF no se encontré diferencia
significativa debido a que tenian recuentos bajos, a excepcion del hato 13 en el segundo
seguimiento que tuvo un RCT alto y en el hato 12 en el cuarto seguimiento un RCF alto, pero no
se logro identificar la causa debido a que los demas seguimientos fueron bajos (ver figuras 5y 6)

estos recuentos son permitidos de acuerdo al decreto 616 (Ministerio, 2006, p.16).



En un estudio que realizaron se determind que el principal problema que causa la
presentacion de mastitis obedece a la rutina de ordefio y la incorrecta implementacion de
buenas précticas ganaderas, el ordefiador es la fuente principal ya que debe mostrar
interés por mejorar y ademas debe de tener la herramientas necesarias, para poder obtener

una mejora en la calidad de la leche (Trujillo, Vasquez, & Martinez, 2009, p.34).

Se concluye que hacer un analisis de muestras de leche de tanque de UFC, RCS,
RCT, RCF y microrganismos, nos ayuda a saber como se encuentra el hato en general y
de esta forma tomar medidas preventivas y correctivas si es necesario y a partir de los
resultados que se obtengan, se identifican los animales afectados por medio del CMT y
con unas buenas practicas de ordefio y una debida intervencion se puede obtener una

leche de mejor calidad.

Estos concuerdan con otros estudios realizados en tanque los cuales concluyen
que el andlisis de muestras a partir del mismo sirve como indicador y facilita el
seguimiento de la salud de la ubre y la calidad de la leche del hato, ademas dicen que es
una herramienta Gtil es menos caro, mas conveniente, y mas rapido que el anélisis de

muestras de leche de animales individuales o grupos de vacas (Jayarao et al, 2003, p.90).
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8. ANEXOS

8.1. Anexo 1 : Protocolo para andlisis de recuento de células Somaéticas

Técnica PortaCheck®

Este lector se utiliza para analizar el RCS en la leche, el cual se hace de forma manual y
es préctico y facil de utilizar.
Se toma la muestra de leche cruda ya sea de tanque o de Cuarto y se recoge la muestra en un

envase limpio e identificarla.

Procedimiento:
Se agita la muestra de leche, se le agrega una gota de leche al pocillo de la tira utilizando una

pipeta del kit, dejar que la leche se absorba completamente en el pocillo.

Lectura:
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Después de 45 minutos se hace la lectura con el lector digital, se presiona el boton azul de

la izquierda, luego esperar hasta que el nimero 543 aparezca en la pantalla.

RN

34°%6

%

Se coloca una tira de calibracion dentro del lector (el pocillo de la tira abajo y hacia
adelante).

Se remueve la tira de calibraciéon cuando aparezca un simbolo de una tira con una gota. Coloque
la tira de prueba (el pocillo abajo y hacia adelante).

Se lee el resultado multiplicando el nimero que aparece por 1.000.000 (ej: 0.16 = 160.000

células somaticas/ml)
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8.2. Anexo 2. Protocolo para analisis de Unidades Formadoras de Colonia, Coliformes

Totales y Coliformes Fecales

Técnica RIDA Count total®

Este kit nos ayuda analizar la cantidad de UFC en la leche.

Procedimiento y preparacion de las diluciones seriadas:

Realizar diluciones seriadas 10-1,10-2,10-3...10-X, dependiendo de los antecedentes
previos de la muestra, en caso de que no se tenga historial de recuentos previos se
recomienda trabajar hasta la dilucién 10-4, se tomaran tubos de ensayo estériles segin el
namero de diluciones que vayamos a realizar, cada uno con 9 ml de solucién salina fisioldgica
estéril, se rotularan 10-1,10-2,10-3...10-x, una vez rotulados se procede a tomar 1 ml de la
muestra de leche, y dispensar en el tubo 10-1, se homogeniza con la misma micropipeta,
pipeteando y liberando varias veces hasta lograr una buena homogenizacion para tener la
dilucion 1:10, partiendo de esta, se toma 1 ml de la dilucién 10-1 y se traspasan al tubo 10-2, se
realiza el mismo procedimiento de homogenizacién, y sucesivamente se van realizando las

demés diluciones de la misma forma como lo muestra la gréfica.

Criterios de dilucién:
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Antecedentes de recuentos entre 100 y 100.000 UFC se trabajaran con diluciones
de 10-1, 10-2, 10-3.
Antecedentes de recuentos entre 100.000 y 1.000.000 UFC se trabajaran con diluciones de

10-4, 10-5, 10-6.

Siembra:

Una vez realizadas las diluciones, de cada una, se tomara 1 ml para sembrar en las placas de
Rida count total debidamente marcadas con el nombre de la muestra y el nimero de la
dilucion, se debe retirar el papel adhesivo y verter la muestra de forma vertical suavemente en
el centro de la almohadilla, se espera un momento hasta que la muestra se distribuya y se
procede a cerrar la placa asegurandose que no quede ningin contacto con el exterior, sellando

muy bien el adhesivo por los bordes sin ejercer presion en el centro.

'“I'l"m l 10 l 10

Incubacion:
Una vez las muestras se hayan sembrado en las placas de Rida Count total, estas
seran incubadas a 37°C por un periodo de 48 horas, realizando una lectura previa a las

24 horas.

Lectura:
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Una vez realizada la incubacion procedemos a realizar la lectura, de las muestras que
hayamos sembrado, observando que el crecimiento de las colonias debe disminuir entre mayor
sea la dilucion obteniendo un mayor conteo en la dilucion 10-1 y un menor conteo en la mayor
dilucion que hayamos sembrado, si esto no ocurre se podria pensar en una posible
contaminacion en el procedimiento y se entraria a buscar posibles fallas o fuentes de
contaminacion, como la solucion salina, puntas, tubos, etc.

Conteo de colonia:
Se realiza en la ultima dilucién que haya presentado crecimiento, las colonias se observaran de
color rojo debido al colorante indicador del medio, estas se contaran y se multiplicaran por el

inverso de la dilucion.
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Ejemplo: Si se tiene una muestra la cual se sembraron en las diluciones 107, 102, 10 después
de 48 horas de incubacion vemos que 107, 10 tiene un crecimiento incontable de colonias,
la placa ideal para realizar el conteo es la de 103, en esta se contarian el nimero de colonias
suponiendo que son 96 colonias, estas se multiplican por el inverso de la dilucion en este caso
107 =1.000 para un total de 96.000 UFC/ml. Si el recuento es elevado pero la distribucion de las
colonias en la placa es homogénea, se cuenta 1 de los 20 cuadros en los que esta dividida la
placa, se multiplica x 20 (numero de cuadros de la placa) y el resultado se multiplica por el

inverso de la dilucion
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Ejemplo: Tenemos un recuento de colonias muy elevado como para contar toda la placa, pero la
distribucién de las colonias es homogénea, con lo cual podemos contar uno solo de los 20
recuadros en los que viene dividida la placa. Supongamos que el conteo de este recuadro nos da
57 colonias, multiplicamos por 20 que es el numero total de recuadros de la placa y este
resultado lo multiplicamos por el inverso de la dilucion, como en este caso utilizamos la dilucion

10-2 multiplicariamos por 100. 57 x 20 x 100=114.000 UFC/ml.

a2 ec -2
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8.3.  Anexo 3. Protocolo para andlisis de residuos de antibidticos

Prueba DELVOTEST
Este kit nos ayuda a detectar residuos de antibiéticos en la leche.
Procedimiento en campo
Identifique la muestra, use un control positivo y uno negativo cada vez que se corra un juego

de muestras.

Dependiendo del nimero de muestras a correr, tome el suficiente nimero de platos multi-
tubos o corte con tijeras el nimero de tubos necesarios.

Evite dafiar la cubierta de aluminio de los tubos que no vaya a utilizar.

Abra el tubo haciendo presion con la punta de la jeringa. Marque el tubo con la identificacion
de la muestra.

&
4

Empate una punta estéril en la jeringa, hunda el émbolo completamente. Sumerja la punta en
la muestra de leche y permita al émbolo regresar lentamente bajo la presion del resorte.
g

[ —
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Vacie lentamente el contenido de la jeringa en el tubo correspondientemente marcado. Use una

punta estéril por cada muestra.

o&i
S
Chequee la temperatura de la incubadora (64°C). Coloque los tubos en la incubadora. Registre

la hora de comienzo y coloque el timer para 3 horas.

Después del tiempo requerido de incubacion, lea el resultado en los 2/3 inferiores del agar
solido contenido en el tubo.
Color amarillo significa residuos NO ENCONTRADOS Yy color purpura significa

PRESUNTO POSITIVO.

Ny

Colores de Lectura del DELVOTEST.

Detection limit Positive

Negative
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8.4. Anexo 4. Protocolo para la prueba Mastitis California Test (CMT)

Equipo

Se toma una muestra de leche de cada cuarto en una raqueta de CMT limpia. La raqueta tiene
cuatro pequefios compartimientos marcados como AD, Al, PD, y PI para identificar los cuartos
de los que proviene cada muestra. La solucion debe ser reconstituida de acuerdo a las

instrucciones del producto.

Procedimiento

Paso 1: Tome aproximadamente 1 cucharadita (2 cc) de leche de cada cuarto.

Paso 3: Rote la raqueta con movimientos circulares hasta mezclar totalmente el contenido. No

lo mezcle por mas de 10 segundos.
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Paso 4: “Lea” rapidamente la prueba. La reaccion visible desaparece en unos 20 segundos. La

reaccion recibe una calificacion visual. Entre mas gel se forme, mayor es la calificacion.

Lectura de Test Mastitis California CMT:

N = Negativo (No Infectado). No hay espesamiento de la mezcla.

\il

1+ = Positivo Débil (Infectado). Definido espesamiento de la mezcla, pero sin tendencia a

formar gel. Si la raqueta se rota por méas de 20 segundos, el espesamiento puede desaparecer.

2 + = Positivo Evidente (Infectado). Inmediato espesamiento de la mezcla con ligera
formacion de gel. Mientras la mezcla se agita, esta se mueve hacia el centro de la copa,
exponiendo el fondo del borde externo. Cuando el movimiento se detiene, la mezcla se nivela

y cubre todo el fondo de la copa.
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3 + = Positivo Fuerte (Infectado). Hay formacion de gel y la superficie de la mezcla se eleva

(como un huevo frito). Esta elevacion central permanece ain después de detener el

movimiento de rotacion de la raqueta de CMT.

Infeccion clinica (Mastitis clinica)

-




8.5 ANEXO 5. Protocolo para cultivo bacterioldgico de leches

Cultivo bacterioldgico
Se utiliz6 para identificar las bacterias que estaban presentes en la leche de tanque
de los 13 hatos.
Se siembran las muestras en medio de cultivo:
e Agar sangre y Azida suplementados con sangre de carnero al 5%, se incuban de 24 a 48
horas a 37°C en atmosfera controlada de COzal 5%
e Agar MacConkey se incuba a 37°C por un periodo entre 24 — 48 horas

e Agar sabouraud se incuba a 37°C por 5 dias.

La lectura se hace macroscépica y microscépica

Luego se hace coloracion de Gram:

Si son Cocos gram (+) se les hace catalasa y si son:

e - Staphylococcus spp se les hace Coagulaca DNAsa, Manitol, Novobiacina y Urea.

e + Streptococcus spp se les hace CAMP, Hidrolisis Esculina, Crecimiento NaCl 6.5%,

Resistencia a la Bacitracina

Si son Bacilos gram (+) se les hace Metodo BBL Crystal
Si son Bacilos gram (-) se les hace oxidasa:

e - Simmons citrato: TSI, LIA, SIM, Urea

e + Metodo BBL Crystal

A todos se les hizo antibiograma
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