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Introduccion.

La mastitis es la enfermedad infectocontagiosa mas comun en el ganado bovino y
se define como la inflamacion de la glandula mamaria que generalmente se presenta
como una respuesta a la invasioén por microorganismos y se caracteriza por dafos en el
epitelio glandular, seguido por una inflamacion clinica o subclinica, pudiendo
presentarse con cambios patoldgicos localizados o generalizados, dependiendo de la
magnitud del dafio (Salvador y Abner 2005).

Segin Wellenberg et al, (2002) y Rabello et al, (2005) en: Bedolla (2008) la
mastitis es una enfermedad altamente prevaleciente en el ganado lechero, que afecta
mundialmente la industria lechera; con pérdidas economicas por la disminucién de la
productividad y calidad de la leche. EI consumidor es perjudicado por que se reduce la

calidad nutritiva e higiénica de la leche.

La mastitis subclinica es la forma méas frecuente e importante de esta
enfermedad, por cuanto no hay presencia de signos clinicos aparentes y se debe siempre
recurrir a pruebas diagndsticas especiales, ademas, es un proceso multifactorial donde se
conjugan factores propios del animal, factores relacionados con el agente causal y
factores ambientales y de manejo, donde se incluye el ordefio, el cual juega un papel
determinante en la presencia de la enfermedad Farias et. al, (2005).

Otro aspecto relevante es su repercusién en la salud publica, debido al riesgo que
presenta por cuanto la contaminacion bacteriana de la leche proveniente de vacas
afectadas puedan convertirla en un producto inapropiado para el consumo humano
Blood y Radostist, (1992), ademas la mastitis, puede también constituir un mecanismo
para la diseminacion y transmision de enfermedades zoondticas como los son la
tuberculosis y la brucelosis bovina y en menos frecuencia la faringitis streptococécica.
También la presencia de mastitis puede causar serias dificultades para el procesamiento
de la leche en la industria lactea. Blood y Radostits, (1992); Arauco, (2006).



1.1. Problema.

¢ Como se podria identificar las bacterias que causan mastitis subclinica de vacas

en lactacion de fincas ganaderas del cantdn Isidro Ayora de la provincia del Guayas?

1.2. Objeto.

El estudio de la mastitis subclinica y los agentes bacterianos que la causan, en

fincas ganaderas del cantdn Isidro Ayora de la provincia del Guayas.

1.3. Campo de accion.

En esta tesis se trabajo en varios campos de accion, entre los que se incluyen la
Microbiologia, Semiologia y Propedéutica Clinica, Epidemiologia, Higiene de los
Alimentos y Produccion Animal.

1.4. Objetivo

1.4.1. Objetivo general

Identificar los microorganismos que causan mastitis subclinica en  vacas

mestizas del cantén Isidro Ayora, por cultivo bacteriolégico.

1.4.2. Objetivos especificos
Recolectar muestras de leche en cinco fincas ganaderas del canton Isidro Ayora.

Evaluar el crecimiento bacteriano en cultivos de la leche de vacas mestizas en el

canton Isidro Ayora.



1.5. Variables

1.5.1 Variable dependiente: presencia de mastitis subclinica; y distribucion de la

mastitis subclinica por edad y finca.

1.5.2 Variable independiente: presencia de microorganismos patdgenos

diagnosticados por cultivo bacterioldgico.

1.6. Hipdtesis.

1.6.1. Hi: En la leche de vacas mestizas del canton Isidro Ayora hay presencia de

microorganismos causantes de mastitis subclinica.

1.6.2. Ho: Las vacas mestizas del canton Isidro Ayora no presentan mastitis

subclinica, porque no existe circulacion de los microorganismos que la causan.



I1. Revision de Literatura

2.1. Definicion.

La mastitis es un proceso inflamatorio de la glandula mamaria y es comunmente
una consecuencia de una infeccion microbiana patdgenas por factores fisicos quimicos,
mecénicos o infecciosos que penetran a la glandula mamaria a través del canal del

pezon, (Bolafios, et al., 2012).

La mastitis es la inflamacion del parénquima de la glandula mamaria,
independientemente de su causa, con cambios fisicos y quimicos de la leche y
alteraciones patoldgicas en el tejido glandular. Las principales modificaciones son
cambios en el color, presencia de coagulos y un gran nimero de leucocitos. (Radostits y
col., 2001).

2.2. Etimologia.

El termino mastitis se deriva de las palabras griegas “mastos”, que significa
“pechos” e “itis” que quiere decir “inflamacion de” La inflamacion es la respuesta de los
tejidos productores de leche en la ubre a una lesion traumatica o la presencia de
microorganismos infecciosos u otros agentes que han ingresado a la ubre. El proposito
de la respuesta inflamatoria. Es destruir o neutralizar el agente ofensivo, reparar los
tejidos dafiados y retomar la glandula a su funcién normal (Pastor-Guizar y Bedolla-
Cedefio, 2008).



2.3. Clasificacion.

La mastitis se clasifica en:

2.3.1. Mastitis Clinica.

La mastitis clinica es definida como una anormalidad en la glandula mamaria de
la vaca o la leche, que puede ser facilmente observada (Tollersrud et al., 2000). Se
caracteriza por la tumefaccion o dolor en la ubre, enrojecimiento de la misma, la leche
puede presentar una apariencia anormal y, en algunos casos, hay aumento de la
temperatura rectal, letargo, anorexia e incluso la muerte. Ademas, las bacterias estan
presentes en la leche, lo que reduce el rendimiento y la calidad considerablemente
(Heringstad et al., 2000).

2.3.2. Mastitis Sub-clinica.

Es aquel proceso inflamatorio que no produce los signos tipicos de inflamacion,
calor, dolor, tumor, rubor, ni cambios macroscopicos de la secrecién lactea (Magandi-
Alvarez., 2008). El cuadro clinico de esta enfermedad puede variar desde una
inflamacién sobre aguda con toxemia y muerte del animal, hasta casos inaparentes que
solo pueden ser detectados a través de pruebas diagndsticas especiales mastitis
subclinica (Castillo et al., 2009).

La mastitis subclinica es sutil y dificil de corregir, la vaca parece saludable, la
ubre no muestra ningun signo de inflamacion y la leche parece normal, sin que existan
cambios organolépticos en la misma. El numero de células somaticas en la leche,
indicativo de la respuesta inflamatoria, se encuentra elevado, al igual que el numero de
bacterias, lo que va acompafiado de una disminucién del nivel de produccion de la
secrecion lactea, asi como de la alteracion de la composicion de dicho producto
comuinmente es de larga duracion, dificil de tratar con los antibioticos, dificil de
detectar, reduce drasticamente la produccion de leche, afecta adversamente la calidad de



leche, y puede servir como un reservorio para infectar a otros animales en el rebafio
lechero.(Heringstad et al.,2000).

La mastitis subclinica, causada frecuentemente por bacterias de los géneros
Streptococcus y Staphylococcus, tiene una mayor importancia econdémica que la forma
clinica, pues es 25 a 40 veces més frecuente y se presenta antes de la condicion clinica.
La inflamacion subclinica es en la mayoria de los casos, de larga duracién, dificil de
diagnosticar e influye en la calidad de la leche, disminuyendo sensiblemente la
produccion (Mejia 1995, Rodriguez 1996).

 Streptococcus agalactiae: Es el primer y méas importante germen en las
ganaderias de los paises en via de desarrollo y se ha considerado como patdgeno
verdadero de la ubre pues es el Unico que para desarrollarse y sobrevivir necesita
encontrarse dentro de la ubre, en la leche. Una vez que sale de la ubre contaminando
gotas de leche, puede sobrevivir un corto tiempo en el medio ambiente. Este punto es de
fundamental importancia en la epidemiologia y control de la enfermedad, ya que el
Streptococcus agalactiae es susceptible de ser erradicado del hato, lo que no es posible
con los Staphylococcus y con los deméas microorganismos causantes de mastitis (Novoa
1998, Rodriguez 1996).

» El Staphylococcus aureus produce una serie de enzimas y toxinas que ayudan a
establecer el proceso infeccioso. El repertorio de la infeccion para el hato lechero es la
ubre infectada y en segundo lugar la piel de los pezones. La respuesta de los tejidos a la
invasion del germen depende del ritmo de multiplicacién del mismo y de la efectividad

de los mecanismos de defensa del animal (Pyorala 1992).



2.3.3. Mastitis severamente aguda.

Segln, Rojas, (2009) Generalmente es de presentacion sUbita con una severa
inflamacion de la glandula mamaria afectada, pudiendo o no presentarse con
alteraciones aparentes de la secrecion lactea, pero si en una disminucion en la cantidad
producida, en esta forma de mastitis se presentan signos como septicemia, toxemia,
fiebre, anorexia, depresion, movimientos ruminales disminuidos, entre otros signos
dependiendo de la naturaleza de la infeccion podra haber hasta leucopenia e

hipocalcemia.

2.3.4. Mastitis suave-moderada.

De presentacion subita que se presenta con un decremento en produccién de
leche y alteraciones que pueden ser de aspecto seroso, con hilos de fibrina, coagulos,

grumos, Etc. (Rojas, 2009).

2.3.5. Mastitis suave-ligera.

Es una forma intermedia entre la forma de presentacion anterior y una mastitis
cronica. Esta clase de inflamacidn puede presentarse con brotes de reagudizacion o pasar
a una fase de inflamacion crénica. En este tipo de cuadro es frecuente el que no se
aprecian cambios aparentes en la ubre y Unicamente a inicio del ordefio se observen

pequefios grumos en la secrecién lactea. (Rojas, 2009).

2.3.6. Mastitis cronica.

La infeccion tiene méas de 5 dias, toda la leche sale con tolondrones, la ubre esta
severamente inflamada, endurecida y caliente, la vaca tiene fiebre, taquicardia, atonia

ruminal, anorexia, etc., se pierde el 50% de produccion. (Cano, 2006).



2.3.7. Mastitis Gangrenosa.

Esta forma de presentacion clinica es ocasionada cuando los microorganismos
involucrados o sus toxinas producen vasoconstriccion, isquemia y muerte del tejido. A la
inspeccion la glandula se encuentra inflamada, fria y ciandtica, se observa una linea de
demarcacion entre el tejido sano y el afectado, viendose este de color azul o negro.

(Rojas, 2009).

2.3.8. Infeccidn latente.

Esta es una forma de presentacion de mastitis subclinica en la cual se da en leche
el aislamiento de microorganismos considerado como tradicionalmente patdégenos para

la glandula mamaria. (Rojas, 2009).

2.4. Patogenia.

Lopez-Rodriguez, (2014) Salvo en la tuberculosis, en la cual el método de
diseminacion puede ser hematdgena, la infeccion de la glandula mamaria se produce
siempre siguiendo la via del conducto del pezén, y a simple vista el desarrollo de la
inflamacion después de la infeccidon se considera un fendmeno natural. Sin embargo,
el desarrollo de mastitis es mas complejo y se puede explicar en tres etapas: invasion,
infeccion e inflamacién del area dafiada y destruccion del tejido alveolar.

Invasion.

En practicamente todos los casos, las bacterias causantes de la mastitis penetran a
la glandula mamaria a través del canal del pezon, que se convierte en la primera y mas
importante barrera de defensa de la glandula mamaria. De ahi la gran importancia de
reducir la carga microbiana de la piel del pezon y preservar la funcionalidad del canal y
del esfinter, antes que las bacterias penetren y colonicen el parénquima, porque en este
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ultimo caso, ocurre la respuesta inflamatoria y con ella el dafio al epitelio secretor y a la

calidad de la leche. Lopez-Rodriguez, (2014).

Infeccion.

Es la etapa en la que los gérmenes se multiplican rapidamente e invaden el tejido
mamario; se establece una poblacion microbiana que se disemina por toda la glandula,
dependiendo de la patogenicidad del microorganismo. El tipo de bacteria determina su
capacidad de multiplicarse en la leche y adherirse al epitelio mamario. La virulencia de
especies bacterianas individuales al parecer se debe, por lo menos en parte, a esta
capacidad de adherencia. La infeccion se produce mas facilmente en el periodo de
secado, debido a la ausencia de flujo. Se ha aceptado en términos generales este
concepto, pero un analisis cuidadoso sugiere que la susceptibilidad es alta en el periodo
de secado, aunque mucho menor en el cuarteron glandular que ha permanecido seco

durante algun tiempo. Lopez-Rodriguez, (2014).

Inflamacidn del area dafiada y destruccion del tejido alveolar.

Una vez que las bacterias o las toxinas superan la linea de defensa del canal del
pezdn y alcanzan los tejidos altos, comienza a operar la segunda linea de defensa, que
incluye a factores humorales inespecificos presentes en la leche o secrecién de la ubre

seca. Lépez-Rodriguez, (2014).

2.5. Sintomas clinicos de la mastitis.

Segun Smith et al, (2001) los sintomas clinicos tienen presencia de:

e Fiebre

e Leche anormal (color amarillo sanguinolento).



La ubre caliente, inflamada, y produce mucho dolor.

Las vacas no tienen hambre y dejan de comer.

Reduccion de produccion de leche.

Deshidratacion.

2.6. Deteccion de la infeccion.

Segun Pinzén, (1989) Los meétodos para detectar la mastitis consisten en pruebas

fisicas, quimicas y microbioldgicas aplicadas a las mamas o a la leche.

Pruebas fisicas.

De la ubre: la inflamacion de la ubre estd acompafiada por cambios en el tejido
glandular. Estos cambios dependen del tipo de microorganismos que causan la
inflamacion y de la severidad y duracion de la infeccion. Tales anormalidades, a menudo
pueden ser detectadas por un examen cuidadoso de la ubre.

La ubre normal es suave y flexible después del ordefio, aunque sus cuartos son
firmes en consistencia.

En una infeccion severa y aguda, el cuarto afectado se presenta caliente,
inflamado y duro en contraste con los otros cuartos.

En la infeccidn crénica un cuarto puede estar agrandado por fibrosis extensiva
del tejido glandular y los otros cuartos pueden estar atrofiados.

Prueba de fondo negro: anormalidades clinicas de la leche tales Como escamas,
grumos o acuosidad, se pueden detectar haciendo salir el primer chorro de leche en una
taza de fondo negro, lo cual facilita observar estas anormalidades de la leche causada por
la mastitis clinica.
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Esta prueba no detecta la forma subclinica de la mastitis, por lo que hay que
recurrir a pruebas mas sensibles. (Pinzén, 1989).

Pruebas quimicas.

California Mastitis Test (CMT): el modo mas indicado de detectar los niveles
elevados de celulas somaéticas estando junto a la vaca, es mediante la prueba CMT. Esta
prueba se realiza después que la ubre ha sido preparada para el ordefio y se ha desechado
dos o tres chorros de leche inicial de cada cuarto. De cada uno se hace fluir dos o tres
chorros hacia el compartimiento apropiado en la paleta CMT, luego se inclina la paleta a

una posicion casi vertical para dejar que escurra casi toda la leche.

Lo siguiente es afadir el reactivo de prueba (en igual cantidad que la leche)
directamente a la leche en cada compartimiento; entonces se observan las reacciones
entre el reactivo y el material nuclear de las células somaticas cuando se hace rotar la
paleta suavemente. Cuando hay un elevado nimero de células presente, se desarrolla una
sustancia gelatinosa. Mientras mayor sea el nimero de células, mayor sera la cantidad de

gel que se forme. (Pinzon, 1989).

Pruebas bacteriol6gicas.

Los cultivos en 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 manipulacion posterior.

Al extraer muestras se deben descartar dos o tres chorros de leche y se deben
asegurar que las tetas estén limpias y que se ha frotado el extremos de las mismas
durante algunos segundos con un algodén humedo con 70% de alcohol, antes de recoger
las muestras; después de recoger las muestras en un recipiente esterilizado se deben

congelar hasta entregarlas al laboratorio. Los procedimientos bacteriolégicos son
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esenciales para la seleccion de los agentes terapeuticos que tienen especificidad para el

germen presente. (Pinzon, 1989).

2.7. Tratamiento.

Es importante citar que el tratamiento especifico depende de la identificacion del
agente etioldgico de la enfermedad, a través de medios de cultivos bacteriologicos y
hacer el antibiograma respectivo.

2.8. Prevencion de la mastitis.

Segun Smith et al, (2001) la mastitis puede darse de forma contagiosa o por

ambiente.
Para evitar mastitis contagiosa se debe saber los pasos correctos de ordefio y

para la mastitis del ambiente se debe evitar que la vaca este sucia y se

encuentre en una area mojada.
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I11. Materiales y Métodos.

3.1. Caracteristicas del area de estudios.

La investigacion se realizd en fincas ganaderas del canton Isidro Ayora de la
Provincia del Guayas, Republica del Ecuador. A 56 km. de Guayaquil. Esté asentada a
84 m.s.n.m., su temperatura promedio es de 25°C. El clima es calido, caracteristico de

bosque muy seco.

Limita al norte con el canton Santa Lucia; al sur con el canton Guayaquil; y la
provincia de Santa Elena, al este con los cantones Lomas de Sargentillo, Néboly

Guayaquil; y, al oeste con el canton Pedro Carbo

3.1.2. Ubicacion Geogréfica y Politica.

Provincia: guayas
Canton: Isidro Ayora
Poblacion: 10.870 hab.

Densidad: 22,27 hab/km?

La presente investigacion se realizd en seis fincas ganaderas del canton lIsidro

Ayora, de la provincia del Guayas.

3.2. Materiales.

3.2.1. Materiales de campo.

Corrales

Botas

Mandil

Toallas
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e Cabos

o Guantes estériles

e Hielera

e Esferograficos

e Lapiz

e Algodon

e Refrigerantes

e Tablero

e Gradilla de plastico

e Hojas de registro.

3.2.2. Materiales de Laboratorio.

e Mandil blanco

e Guantes

e Mascarilla

e Papel de empaque

e Piola de algodon

e Pipetas

e Tubos de cristal con tapa rosca
e Tubos de ensayo

e Alcohol industrial

e 1 galdn de agua destilada
e Agar sangre

e Cajade petri
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Autoclave

Beacker de 100 mL
Mechero

Asa de platino

Fosforos

Stock de tincién de gram 1L.

Microscopio

3.2.3. Materiales de oficina.

Computadora

Impresora

Ficheros

Hojas

Esféricos

Céamara fotogréfica
Formularios de encuestas
Folletos

Libros
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3.2.4. Material biologico.

e Muestras de leche de vacas mestizas de seis fincas ganaderas del canton

Isidro Ayora.

3.2.5. Recurso humano.

e 3trabajadores por cada finca ganadera visitada.

3.2.6. Estadistica Aplicada

e Estadistica descriptiva (Uso de software Windows 7-microsoft Excel

2010- grafico circular 2D y columna 2D).

3.3. Metodologia de trabajo.

Se siguié la metodologia descrita por (Kleinschroth et al., 1991) el cultivo se
hace en el medio adecuado y con la temperatura idénea, por lo que los gérmenes
presentes en la leche se multiplican a las pocas horas en una proporcién que llega a las
100.000 Las diversas bacterias muestran un crecimiento distinto por lo que pueden

diferenciarse entre si por su forma y color.

Cabe indicar que en el cantdn Isidro Ayora el nUmero de animales promedio es
de 13.000 UBA (Unidad Bovina Adulta). Dispersas en pequefios, medianos y grandes
predios razén por lo cual al no ser considerada zona lechera, me he enfocado en cinco

predios emblematicos de acuerdo al mapa del canton.
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3.3.1. Identificacién de las muestras.

e Nombre de la granja.
e Ubicacion y canton.
e Edad y nombre del animal.

e Fecha de latoma de la muestra.

3.3.2. Técnica para la recoleccion de las muestras.

1. Lavar, enjuagar y secar la ubre con una toalla, para que esté libre de suciedad.

2. Lavar y desinfectar las manos con alcohol al 70%, para que no se alteren las muestras.
3. Desinfectar los pezones con algodon y alcohol al 70% vy dejar secar por 2 minutos.

4. Eliminar los primeros chorros de leche.

5. Recoger 5 ml de leche en un tubo de cristal estéril, sellar y conservar en la hielera,

hasta llegar al laboratorio.

3.3.3. Técnica de muestreo por medio de cultivo bacteriolégico.

Lavar el material de vidrio con abundante agua y jabdn, se enjuaga con agua
destilada y se envuelve en papel empaque. Se esteriliza el material utilizando el

autoclave durante 15 min a 15 atmosferas y 150 °C.

El material a analizar (leche) se recoge en los tubos autoclavados y se etiquetan

con el nimero de muestra y se transportan dentro de una hielera.

Se prepara el agar sangre el mismo que fue colocado en las cajas petri hasta dejar
solidificar por unos minutos y luego se coloca 1 ml de la muestra de leche, esto se lleva

a incubadora por 24 horas a 37c°.
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Se toma una muestra de la colonia crecidos en el medio y se coloca en una gota

de agua sobre la ldmina porta objeto.

Se tifie con tincion de gram y se observa al microscopio para la identificacion del

agente causal.

3.3.4. Fincas en estudio.

Se realizo el estudio en seis fincas del cantdn Isidro Ayora, donde se realiza el
ordefio de vacas mestizas para ser utilizada la leche en forma natural o como derivados y

ser comercializada dentro del canton.

Por esta razén, se les ha realizado el estudio de investigacién a 100 animales de

raza mestiza en produccion.
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IV. Resultados Experimentales

Se analizaron 100 muestras de leche de vacas mestizas procedentes de seis predios
del canton Isidro Ayora, (tabla 1).

Para la identificacion de los agentes causales de mastitis en este ganado se usé agar
sangre dando positivos para Streptococcus agalactiae 33 % animales y para
Staphylococcus aureus 7 % animales y en el 60 % se observaron bacillus sp (ver fig. 1).

Cabe indicar que no hemos usado otros medios de cultivo que nos permita
identificar otros microorganismos presentes en la leche recién extraida de los animales.

En los seis predios analizados el que dio un mayor nimero de muestras de leche
contaminadas por Streptococcus agalactiae fueron los predios La esmeralda y la
hacienda aguas blancas con un porcentaje de 40 % (ver anexo 6, cuadro #5).

Se verifico que la mayor incidencia de mastitis subclinica dentro del canton Isidro
Ayora se encuentra en vacas con la edad de 4 afios en un nimero de 12 animales con
Streptococcus agalactiae y 3 animales con Stphylococcus aureus (ver fig. 3).

Durante el andlisis de obtencién de resultados se utiliz6 una estadistica descriptiva
para evidenciar graficamente los mismos en forma circular 2D y columna 2D, mediante
el programa de office-Microsoft Excel 2010, software Windows 2007.
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4.1 Determinacion de existencia de mastitis subclinica en vacas, mediante la
recoleccion de muestras y respectivo analisis por cultivo bacteriolégico.

Finca N° 1 ""Bonanza"
NUM. DE NOMBRE RESULTADO
MUESTRA \D/iéﬁ EDAD | streptococcus | Staphylococeus | oo o o 5
agalactiae aureus
1 | Oveja 5 afos X
2 | Nube 4 afos X
3 | Pechiche 4 afios X
4 | Conejo 5 afios X
5 | Gato 4 afos X
6 | Lobo 3 afios X
7 | Panela 6 afios X
8 Elilz; de 3 afios X
9 | Espejo 3 afios X
10 | Guapa 4 afios X
11 | Pataleta 4 afios X
12 | Golondrina 4 afios X
13 | Guaiji 5 afios X
14 | Quiruba 5 afios X
15 | Fosforito 5 afios X
Finca N° 2 ""Los algarrobos"
16 S:r?ae;g 4 | 3 afos X
17 | Cabalonga 4 afios
18 | Hortensia 4 afios X
19 | Caletilla 3 afios X
20 | Ahumada 5 afios X
21 | Lomuda 3 afios X
22 | Zapallo 4 afios X
23 | Blanca 5 afios X
24 | Lucero 3 afios X
25 | Mascarilla 4 afios X
26 | Joyero 5 afios X
27 | Ahumada 4 afios X
28 | Canela 5 afios X
29 | Canducha 5 afios X
30 | Negra 4 afios X
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Finca N° 3 "'Santa Cecilia"

NUM. DE NSI';AEE . EDAD Streptococcus ZtEaiLth;I-I(;QESJS
MUESTRA VACA agalactiae aureus Bacillus sp
31 | Capullo 8 afios X
32 | Cuatro 8 afios X
33 | Fani 7 afios X
34 | Paul 7 afhos X
35 | Recuerdo 4 afios X
36 | Oveja 4 afios X
37 | Conejo 8 afios X
38 | Primavera 2 4 afios X
39 | Fani2 4 afios X X
40 | Galleta 6 afios X
41 | Mantequilla 7 afios X
42 | Clari 5 afios X
43 | Espejo 4 afos X
44 | Gallinazo 5 afos X X
45 | Pechiches 6 afios X
46 | Canela 6 afios X
47 | Robo de plata | 4 afios X X
48 | Terencio 5 afios X
49 | Negra 6 afos X X
50 | Blanca 4 afios X X
Finca N° 4 "'La Esmeralda™
51 | Canela 4 afos X X
52 | Gallinazo 6 afios X
53 | Negra 5 afos X
54 | Bandera 4 afos X
55 | Claudia 5 afios X
56 | Panal 6 afos X
57 | Mufieca 4 afios X
58 | Murieca 2 3 afios X
59 | Lucero 4 afios X
60 | Chocolate 3 afios X
61 | Niche 4 afos X
62 | Gina 4 afos
63 | Capuli 5 afios X
64 | Manchada 6 afos X
65 | Ojo negro 6 afos X
66 | Serrana 7 afhos X
67 | Rosa 3 afios X
68 | Chana 6 afios X
69 | Rosa 2 4 afos X
70 | Lagartija 5 afios X
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Finca N° 5 "'San Gregorio"

NUM. DE NOMBRE RESULTADO
; DE LA EDAD Streptococcus | Staphylococcus .
MUESTRA . Bacillus sp
VACA agalactiae aureus
71 | Cangreja 4 afios X
72 | Ceviche 6 afios X
73 | Motonga 3 afos X
74 | Galla 7 afios X
75 | Bartolo 8 afios X
76 Motonga 10 afios X
Blanca
77 | Coja 6 afos X
78 | Serrano 8 afos X
79 | Negra 3 afios X
80 | Hullero 8 afios X X
81 | Chiquilina 5 afios X
Motonga o
82 Blanca 8 afos X
83 | Nube 4 afos X
84 | Peggy 6 afos X
85 | Tamarindo 7 afios X
Finca N° 6 ""Aguas blancas™
86 | Medalla 6 afios X
87 | Cristina 6 afios X
88 | Pamela 3 afios X
89 | Bollo 3 afios X
90 | Julio 6 afios X
91 | Negra 7 afios X
92 | Belleza 7 afios X
93 | Aroma 5 afios X
94 | Sandra 7 afios X
95 | Catalina 5 afios X
96 | Payaso 5 afos X
97 | Modelo 7 afos X
98 | Mamey 6 afos X
99 | Mel6n 6 afios X
100 | Rabo de 6 afios X
plata

Tabla 1: Datos generales d

resultado.
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RESULTADO TOTAL OBTENIDO EN PORCENTAJE EN LOS 100 CASOS ESTUDIADOS.

Fig. 1: Representacion gréafica del resultado final en porcentaje.

4.2 Determinacion de la prevalencia de mastitis subclinica en vacas, de acuerdo a
cada finca.

Se realizo el cultivo bacteriologico en un total de 100 muestras, de las cuales 40

dieron positivo a mastitis subclinica y 60 con resultado negativo. Posteriormente se

procedid a realizar un andlisis de casos positivos y negativos en cada finca, donde se

encontré que la mayor prevalencia estuvo en la finca n°® 4 con 11 vacas infectadas

(27%), seguido de la finca n® 5 y 6 “San Gregorio” “Aguas blancas” respectivamente

con 7 casos positivos (18%) cada una (ver fig.2).

Nombre de
N° | finca Positivos (+) % Negativos (-) % Total
1 | Bonanza 2 5 13 22 15
2 | Los algarrobos 6 15 9 15 15
3 | Santa Cecilia 7 17 13 22 20
4 | La Esmeralda 11 27 15 20
5 | San Gregorio 18 13 15
6 | Aguas blancas 18 13 15
Total de muestras 100

Tabla 2: Datos de casos positivos y negativos segun las seis fincas visitadas.
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Fig. 2 Representacion gréafica de la prevalencia de mastitis subclinica en las vacas

muestreadas, en 6 fincas del cantdn Isidro Ayora.

4.3 Determinacion de mastitis subclinica segun la edad.

Una vez obtenido el resultado general de los casos estudiados, se procedié a realizar
una relacion comparativa de casos segun la edad. Verificando de esta manera que la
mayor incidencia de mastitis se encuentra en vacas con la edad de 4 afios con un numero
de 12 animales con Streptococcus agalactiae y 3 animales con Stphylococcus aureus

(ver fig. 3).

Microorganismos | 3 4 5 6 7 8 9 10
encontrados anos | anos | anos | afnos | aflos | anos | anos | afios | TOTAL
Streptococcus 33
agalactiae 3 12 6 5 4 3 - -

2 3 1 1 - - - - !
Bacilo gram positivo 9 12 15 13 6 4 1 60

Tabla 3: Resultado general de vacas afectadas por mastitis subclinica de acuerdo a

la edad.
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Positivos de acuerdo a la edad

33

| Streptococcus agalactiae

B Staphylococcus aureus

Fig 3. Representacion gréafica de incidencia por edades entre Streptococcus
agalactie y Staphylococcus aureus.

Streptococcus Staphylococcus
agalactiae aureus

Fig. 4. Representacion grafica en porcentaje entre microorganismos Streptococcus
agalactie y Staphylococcus auerus encontrados en este estudio.
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V. Discusién

Hay varios métodos para diagnostico de mastitis ejemplo, los descritos por Bolafios
et al.2012. En nuestro caso preferimos el méetodo de Kleinschroth 1991. Por la facilidad

en obtener los resultados.

Castillo et al. (2009). Realiza un estudia de mastitis utilizando la prueba de
diagnostico California Mastitis Test (CMT) y para la identificacion de bacterias utilizo
placa y petrifilm encontrando salmonella y s. aureus en un 35,2 %, en el presente
estudio usamos el medio de cultivo Agar sangre que me permitié identificar a los
Streptococcus Agalacteae en un 33% Yy a los Staphylococcus Aureus en un 7%.

Lopez — Rodriguez. (2014). “en practicamente todos los casos, las bacterias
causantes de la mastitis penetran a la glandula mamaria a través del canal del pezén, que
se convierte en la primera y mas importante barrera de defensa de la glandula mamaria
“. En nuestro caso hemos observado que no hay asepsia en manipulacion de los pezones

de alli el alto porcentaje de mastitis que presenta el ganado en estudio.

Pastor — Guizar y Bedolla — Cedefio. (2008). “ concluyen que la prevalencia de
mastitis encontrada en el ganado lechero de este municipio fue del 43%, el cual resulta
elevado de acuerdo a lo reportado internacionalmente por varios autores, por lo que se
recomienda que los productores tomen las medidas adecuadas para prevenir y controlar
dicha enfermedad “. En mi investigacion confirme la incidencia de esta patologia en el
ganado lechero del canton isidro ayora por lo que recomendamos que se tomen las

medidas pertinentes para controlar la presencia de estas bacterias.

Pinzon. (1989). Aproximadamente del 90 al 95 % de los casos son provocados por
cuatro microorganismos. Ellos son: Staphylococcus aureus, Streptococcus uberis,
Streptococcus agalactiae y Streptococcus dysgalactiae. En mi trabajo he encontrado dos
especies Streptococcus agalacteae y Staphylococcus aureus porque utilice como medio

de cultivo agar sangre.
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Rojas, S. (2009). “la leche contaminada pone en peligro la salud de quienes la
consumen, en el caso del hombre cobra gran importancia la diseminacién de bacterias
causantes de enfermedad tales como: tuberculosis, brucelosis, faringitis estreptocdcica,
entre otras“. Es por esta razon nuestro interés en conocer la presencia de bacterias
presentes en la mastitis que pueden ocasionar dafio en el humano a fin de incentivar el

buen manejo de la produccion de leche en la zona.
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V1. Conclusiones

En los cultivos bacterioldgicos de las muestras de leche de vacas mestizas del
canton Isidro Ayora se obtuvo el resultado siguiente:

Se determind la presencia de Streptococcus agalactiae en 33%, Staphylococcus
aureus en 7% y Bacillus sp. en el 60% de las vacas restantes, lo cual indic6 que estos
microorganismos pueden ocasionar mastitis subclinica.

Se encontro la mayor cantidad de vacas infectadas a los 4 afios de edad y las fincas La
Esmeralda y Aguas Blancas, con el 40% de las vacas infectadas con Streptococcus
agalactiae que se reconoce como productor de mastitis.

V1. Recomendaciones

Sobre la extraccion de leche se recomienda tomar las medidas apropiadas para evitar
la contaminacion en el momento de su extraccion.

Esto es:

» Realizar campafas informativas sobre el control y prevencion de la
mastitis subclinica.

» Realizar el cultivo bacteriol6gico de mastitis subclinica en otras zonas del
cantén Isidro Ayora, con el fin de prevenir esta enfermedad que afecta
directamente al consumidor.

» Capacitar a quienes trabajan dentro de fincas ganaderas para que cumplan
con una higiene adecuada, al momento de ordefiar las vacas

manualmente.

» Concientizar a los consumidores de leche para que hiervan este producto
antes de ser ingerida.
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VII. Resumen

El trabajo se realizd en el cantdn Isidro Ayora, Provincia del Guayas, con el
objetivo de analizar, la presencia de mastitis subclinica, en seis fincas ganaderas
dedicadas a la produccion de leche y queso. Se recopilaron un total de 100 muestras de
leche, las mismas que fueron analizadas mediante cultivo bacterioldgico en el
laboratorio clinico de la facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad
de Guayaquil. Las vacas fueron mestizas con edad, entre los 3-10 afios. Se determind la
presencia de Streptococcus agalactiae en 33%, Staphylococcus aureus en 7% y
Bacillus sp. en el 60% de las vacas restantes, lo cual indicé que estos microorganismos
pueden ocasionar mastitis subclinica. Se encontré la mayor cantidad de vacas infectadas
a los 4 anos de edad y las fincas La Esmeralda y Aguas Blancas, con el 40% de las vacas
infectadas con Streptococcus agalactiae que se reconoce como productor de mastitis. ES
necesario concientizar a los productores, acerca de la circulacion de estos
microorganismos en sus hatos ganaderos, para evitar la presencia de mastitis subclinica.

Palabras claves: Streptococcus agalactiae, glandula mamaria, bovinos, leche.
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VII. Summary

The work was carried in the Isidro Ayora Canton, Guayas Province, with the objective
to analyze the presence of subclinical mastitis in six ranches dedicated to the production
of milk and cheese. A total of 100 samples of milk, the same that were analyzed by
bacteriological culture in the clinical laboratory of the Faculty of Veterinary Medicine
and Animal Science of the University of Guayaquil were collected. Crossbred cows
were aged between 3-10 years. The presence of 33% Streptococcus agalactiae,
Staphylococcus aureus and Bacillus sp 7% was determined. in 60% of the remaining
cows, which indicated that these microorganisms can cause subclinical mastitis. The
largest number of infected cows was found at 4 years of age and farm La Esmeralda and
Aguas Blancas, with 40% of cows infected with Streptococcus agalactiae is recognized
as producer of mastitis. It is necessary to raise awareness among producers about the
circulation of these microorganisms in their cattle ranches to avoid the presence of
subclinical mastitis.

Keywords: Streptococcus agalactiae, mammary gland, cattle, milk.
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IX. Anexos.

Anexo 1. Mapa del canton Isidro Ayora.

| } ! ! ! } orre
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Anexo 2. Cronograma para el trabajo de titulacion (cuadro # 1).

ABRIL Busqueda de informacidn sobre el tema a escoger previo al trabajo de

titulacion.

MAYO Elaboracion del anteproyecto
Aprobacion del tema de tesis titulado

JUNIO
" DIAGNOSTICO DE MASTITIS EN LECHE DE VACAS MESTIZAS POR
MEDIO DEL METODO DE CULTIVO BACTERIOLOGICO EN EL CANTON
ISIDRO AYORA "

JULIO Correccion del anteproyecto

AGOSTO Compra de materiales de campo y materiales de laboratorio.

SEPTIEMBRE | Toma de muestras

OCTUBRE Siembra en medio de cultivo con agar sangre
NOVIEMBRE |[Observacion de bacterias

Identificacidn de bacterias

NOVIEMBRE |Elaboracién del borrador del trabajo de titulacion.

Elaboracion de la estadistica y correcciones

DICIEMBRE
Elaboracion final del trabajo de titulacion Exposicién

Elaborado por: G, Garcia Avila
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Anexo 3. Trabajo de campo realizado el 9 de septiembre del 2015 (cuadro # 2).

Nombre de la hacienda: Bonanza
Nombre del Propietario: Héctor Anzules

Ubicacién Geograéfica: Recinto Corozal
Raza del ganado: vacas mestizas

1 Oveja 5 afos
2 Nube 4 afos
3 Pechiche |4 afios
4 Conejo 5 afios
5 Gato 4 afios
6 Lobo 3 afos
7 Panela 6 afos
8 Elaa?g de 3 afos
9 Espejo 3 afos
10 Guapa 4 anos
11 Pataleta 4 afos
12 Golondrina |4 afios
13 Guaiji 5 afos
14 Quiruba 5 afios
15 Fésforito |5 afios

Elaborado por: G, Garcia Avila.

Informe estadistico: La muestra # 3 y la # 5 presentaron Streptococcus agalactiae, y el

resto de las muestras presento Bacillus sp.
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Anexo 4. Trabajo de campo realizado el 15 de septiembre del 2015 (cuadro # 3).

Nombre de la hacienda: Los Algarrobos
Nombre del Propietario: Hermanos: Pita Alvarado

Ubicacion Geogréfica: Pueblo Nuevo
Raza del ganado: Mestizas ( Vacas )
NUM.DE | NOMBRE
MUESTRA E)/ilcfﬁ EDAD

16 Cabeza de 3 afios

venado

17 Cabalonga |4 afios

18 Hortensia |4 afos

19 Caletilla |3 afios

20 Ahumada |5 afios

21 Lomuda |3 afios

22 Zapallo 4 afios

23 Blanca 5 afos

24 Lucero 3 afnos

25 Mascarilla |4 afios

26 Joyero 5 afos

27 Ahumada |4 afios

28 Canela 5 afios

29 Canducha |5 afios

30 Negra 4 anos

Elaborado por: G, Garcia Avila.

Informe estadistico: Las muestras # 18 - 25 — 27 - 29 -30 presento Streptococcus
agalactiae, y la muestra 21 presento Staphylococcus aureus y el resto de las muestras

presento Bacillus sp.
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Anexo 5. Trabajo de campo realizado el 23 de septiembre del 2015 (cuadro # 4).

Nombre de la hacienda:

Nombre del Propietario:
Ubicacion Geogréfica:
Raza del ganado:

Santa Cecilia

Victor Ortiz Chipre
Recinto Ciénega Redonda
mestizas ( vacas )

31 Capullo 8 arios
32 Cuatro 8 afos
33 Fani 7 afos
34 Paul 7 afnos
35 Recuerdo |4 afios
36 Oveja 4 afos
37 Conejo 8 afios
38 ;rimavera 4 afios
39 Fani 2 4 afos
40 Galleta 6 afos
41 Mantequilla|7 afos
42 Clari 5 afios
43 Espejo 4 afos
44 Gallinazo |5 afios
45 Pechiches |6 afios
46 Canela 6 afos
47 Robo de 4 anos
plata
48 Terencio 5 afios
49 Negra 6 anos
50 Blanca 4 afos

Elaborado por: G, Garcia Avila.

Informe estadistico: 31- 32 — 39 — 44 - 47 — 49 — 50

agalactiae y el resto de las muestras presento Bacillus sp.
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Anexo 6. Trabajo de campo realizado el 29 de septiembre del 2015 (cuadro #5).

Nombre de la hacienda: La Esmeralda
Nombre del Propietario: Enma Gomez
Ubicacion Geografica: Las Mercedes

Raza del ganado: mestizas ( vacas )
NOMBRE
,\’;'LLJJIQAS'TDREA DE LA EDAD
VACA

51| Canela 4 afnos
52| Gallinazo |6 afios
53| Negra 5 afos
54 |Bandera |4 afos
55 | Claudia 5 afnos
56 | Panal 6 afos
57 | Mufeca 4 anos
58 | Mufieca 2 |3 afios
59| Lucero 4 anos
60 | Chocolate |3 afios
61 | Niche 4 afos

62 | Gina 4 anos
63 | Capuli 5 afios
64 | Manchada |6 afos
65| Ojo negro |6 afios
66 | Serrana 7 afos
67 | Rosa 3 afnos
68 | Chana 6 afos
69 | Rosa 2 4 anos

70| Lagartija |5 afos
Elaborado por: G, Garcia Avila.

Informe estadistico: 51 — 53 — 54 — 55 — 58 — 60 — 64 — 69 presentaron Streptococcus
agalactiae y 57- 62- 63 Staphylococcus aureus y el resto de las muestras presento
Bacillus sp.
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Anexo 7. Trabajo de campo realizado el 6 de octubre del 2015 (cuadro # 6).

Nombre de la hacienda:  San Gregorio
Nombre del Propietario: Tomas Salazar
Ubicacion Geogréfica: Recinto La chonta

Raza del ganado: mestizas ( vacas )

NUM.DE | NOMBRE

MUESTRA E’/i'éz‘ EDAD
71 Cangreja |4 afos
72 Ceviche |6 afios
73 Motonga |3 afos
74 Galla 7 anos
75 Bartolo 8 afos
76 |Motonga 14 4o

Blanca

77 Coja 6 afios
78 Serrano 8 afios
79 Negra 3 afos
80 Hullero 8 afos
81 Chiquilina |5 afios
82 g/:(;;%r;ga 8 afos
83 Nube 4 afnos
84 Peggy 6 anos
85 Tamarindo | 7 afos

Elaborado por: G, Garcia Avila.

Informe estadistico: 71 — 72 — 74 — 80 — 85 presentaron Streptococcus agalactiae y

83-84 Staphylococcus aureus y el resto de las muestras presento Bacillus sp.
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Anexo 8. Trabajo de campo realizado el 13 de octubre del 2015 (cuadro #7).

Nombre de la hacienda:  Aguas Blancas
Nombre del Propietario: Sixto Piguave Ubilla
Ubicacion Geografica: Recinto Aguas blancas

Raza del ganado: Mestizas ( vacas )
NOMBRE
QSEAS'TDREA DE LA EDAD
VACA

86| Medalla |6 afos
87 | Cristina 6 afos
88 | Pamela 3 afos
89 | Bollo 3 afnos
90 | Julio 6 afos
91 | Negra 7 anos
92 | Belleza 7 afos
93| Aroma 5 afos
94| Sandra 7 afos
95| Catalina |5 afios
96 | Payaso 5 afios

97 | Modelo 7 afos

98 | Mamey 6 afios

99 | Melén 6 anos

100 |R8DO de | g cie
plata

Elaborado por: G, Garcia Avila.

Informe estadistico: 86 — 89 — 91 — 92 — 95 — 99 Presentaron Streptococcus agalactiae

y 88 Staphylococcus aureus y el resto de las muestras presento Bacillus sp.
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Anexo 9. Representaciones graficas de forma circular, de los resultados obtenidos
diariamente durante el proceso de investigacion.

Resultado #1

Streptococcus
agalactiae
13%

Trabajo de campo realizado el 9 de s re del 2015

Resultado # 2

Staphylococcus
7%

Trabajo de campo realizado el 15 de septiembre del 2015
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Resultado #3

Trabajo de campo realizado el 23 de iembre del 2015.

Resultado # 4

Staphylococcus
15%
Trabajo de campo realizado el 29 de septiembre del 2015.
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Resultado #5

Staphylococcus
13%

Trabajo de campo realizado el 6 de octubre del 2015.

Resultado # 6

Staphylococcus
7%

Trabajo de campo realizado el 13 de octubre del 2015.
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Resultado final # 7

Staphylococcus
aureus
7%

RESULTADO TOTAL OBTENIDO EN LOS 100 CASOS ESTUDIADOS.
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Anexo 10. Fotografias capturadas durante todo el proceso realizado para lograr el
objetivo de investigacion planteada.

Preparacion del material de vidrio.

Elaborado por: George Garci Avila.

Lavado de cajas Petri.

Elaborado por: George Garcia Avila.
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Esterilizacion de material de vidrio

R

\ - ra
Elaborado por: George Garcia Avila.

Toma de muestras de la leche.

Elaborado por: George Garcia Avila.
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Muestras en el laboratorio.

Elaborado por: George Garcia Avila.

Dilucion del medio de cultivo

Elaborado por: George Garcia Avila.
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Autoclavando el agar sangre

Elaborado p(;r: George Garcia Avila.

Colocando el agar sangre en cajas Petri.

Elaborado por: George Garcia Avila
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Adicionando la muestra de leche en el medio agar sangre

Elaborado por: George Garcia Avila.

Incubacioén de las muestras a 37°C.

Elaborado por: George Garcia Avila.
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Observacion del tutor del trabajo de investigacion.

Elaborado por: George Garcia Avila.

Colocando colonias de bacterias en la placa porta objeto.

Elaborado por: George Garcia Avila.
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Aplicando tincion de gram

Elaborado por: George Garcia Avila.

Laminas porta objeto con colonias de bacterias de muestras de leche
aplicando tincion de gram.

Elaborado por: George Garcia Avila.
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Observacion al microscopio.

Elaborado por: George Garcia Avila

Presencia de Streptococcus agalactiae.

Elaborado por: George Garcia Avila.
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Presencia de Staphylococcus aureus.
fo
vy

Elaborado por: George Garcia Avila.
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