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RESUMEN

La provincia del Carchi, destacada por su significativa produccion con alrededor de una
produccion diaria de 4°751.697 litros que proveen una demanda local de los consumidores. Por
tal razon uno de los principales problemas que afecta a los ganaderos es la presencia de mastitis,
siendo la principal causa la presencia de la bacteria Staphylococcus aureus. Esta investigacion
propuso caracterizar microbioldgica y molecularmente la bacteria Staphylococcus aureus y su
incidencia econdmica en la provincia del Carchi, lo cual La metodologia se dividid en dos fases.
En la fase de campo: la cual se llevo a cabo en 8 fincas ganaderas, con un total de 301 vacas
para muestreo y posterior realizacion de pruebas de California Mastitis Test (CMT). Para la
fase de laboratorio, se sembraron 95 muestras en el medio de cultivo Manitol Salado, medio
especifico para el crecimiento de bacterias Gram positivas, las cuales se observaron a través
del conteo de las Unidades Formadoras de Colonias (UFC) posterior a la siembra. Para la
identificacion bioquimica y morfolégica se realizaron varias pruebas (Tincion Gram,
coagulasa, catalasa, o hemolisis B) con las cuales se confirmaron la presencia de
Staphylococcus aureus en las muestras y una vez confirmada su presencia se realizo la
caracterizacion molecular, para ello fue necesario realizar la caracterizacién molecular implico
la secuenciacién de ADN, realizada en el laboratorio IDGen en Quito. La incidencia econémica
se estimd en una pérdida anual del 4,73% en la produccidn lechera de la provincia del Carchi.
Estos hallazgos no solo contribuyen al entendimiento de la problematica local, sino que
también ofrecen una base para estrategias de manejo y prevencion, con implicaciones directas
en la sostenibilidad y rentabilidad de la industria lechera en la region.

Palabras claves: Staphylococcus aureus, mastitis bovina, incidencia econémica, Carchi



ABSTRACT

The province of Carchi, highlighted for its significant production with around a daily production of 4,751,697
liters that supply local consumer demand. For this reason, one of the main problems that affects livestock
farmers is the presence of mastitis, the main cause being the presence of the Staphylococcus aureus bacteria.
This research proposed to characterize microbiologically and molecularly the Staphylococcus aureus bacteria
and its economic impact in the province of Carchi, which The methodology was divided into two phases. In
the field phase: which was carried out on 8 livestock farms, with a total of 301 cows for sampling and
subsequent testing of the California Mastitis Test (CMT). For the laboratory phase, 95 samples were sown
in the Salted Mannitol culture medium, a specific medium for the growth of Gram positive bacteria, which
were observed through the counting of Colony Forming Units (CFU) after sowing. For biochemical and
morphological identification, several tests were performed (Gram stain, coagulase, catalase, o 8 hemolysis)
with which the presence of Staphylococcus aureus in the samples was confirmed and once its presence was
confirmed, molecular characterization was carried out, for this it was The necessary molecular
characterization involved DNA sequencing, carried out at the IDGen laboratory in Quito. The economic
impact was estimated at an annual loss of 4.73% in dairy production in the province of Carchi. These findings
not only contribute to the understanding of the local problem, but also offer a basis for management and
prevention strategies, with direct implications for the sustainability and profitability of the dairy industry in
the region.

Keywords: Staphylococcus aureus, bovine mastitis, economic impact, Carchi



CAPITULO I
INTRODUCCI

ON

En el Ecuador, en la region Sierra, predomina el &mbito de la ganaderia de ganado vacuno,
debido a que aporta alrededor de 4°751.697 litros de leche diario que proveen la demanda local
(Encuesta de Superficie y Produccion Agropecuario Resultados provinciales [SIPA], 2022)
Carchi es la tercera provincia a nivel nacional en produccién con 408.006 litros diarios de leche,
siendo asi uno de los sectores mas importantes de la economia por la generacion de ingresos y

empleo, convirtiéndose asi en una actividad fundamental para muchas familias campesinas.

Este producto destinado al consumo humano, requiere una calidad Optima y estd determinada
por la presencia de porcentaje de grasa, proteina, presencia de minerales calcio, fosforo y
vitaminas (Valle, 2022). Sin embargo la presencia de mastitis una enfermedad considerada muy
comun en el ganado debido a que es causada por méas de 100 microorganismos principalmente
Staphylococcus, Streptococcus y bacterias, ademas pueden existir factores que causan la
afeccion como son: sistemas de produccion, manejo, raza, aspectos ambientales de higiene y
sanidad durante el ordefio, falta de sellado de pezones, lavado inadecuado, equipo o material
contaminado, la comprensidn y gestion eficaz de estos elementos son esenciales para garantizar
la integridad del producto vy, por fin, la satisfaccion del consumidor. (Mera Andrade et. al.,
2017).

Staphylococcus aureus es una bacteria que coloniza el tracto mamario de las vacas lecheras,
dando lugar a infecciones muy recurrentes, es conocida por su habilidad para adaptarse y
resistir a los tratamientos convencionales lo que crea un desafio significativo para el manejo y

control de la mastitis bovina en el sistema de ordefio (Orlando, 2021).

En una produccion lechera la mastitis bovina es una de las enfermedades mas problematicas
pues puede ocasionar: disminucién en la produccion, calidad de la leche y pérdidas
econdmicas. Segun Ormaza & Rueda (2021) estimaron que un tercio de toda la explotacién
bovina esta afectada en uno o mas cuartos de la glandula mamaria, correspondiendo al 10% en
casos de mastitis clinica y el 90% mastitis subclinica, asociandose a generar costos directos e

indirectos.



La economia es fundamental en la vida de los campesinos por lo que se debe tener en cuenta
que los costos directos son: leche descartada, costo de farmacos, servicio veterinario y los
costos indirectos referentes a: incremento de células somaticas, baja calidad de la leche,
disminucion de produccion en periodo de lactancia, tiempo empleado en la aplicacion de

tratamientos de los animales, mayor descarte (Navas, 2015).

El desarrollo de la mastitis subclinica no muestra signos clinicos que se observen con facilidad,
para detectar si existe mastitis se debe realizar el conteo de células somaticas en leche que se
diagnostica mediante pruebas bacterioldgicas en laboratorio. La incidencia de nuevos casos en
la poblacion afecta especialmente a la industria lactea provocando pérdidas al momento de los

procesos de produccion (Condoy et. al., 2021).

La presente investigacion tiene como objetivo determinar la presencia del agente causal
Staphylococcus aureus en la provincia del Carchi y la incidencia econdmica que esta
enfermedad causa, centrandose en analizar la tasa de incidencia mediante las pruebas de

California Mastitis Test.



CAPITULO 11

OBJETIVOS

2.1.Objetivo general

Caracterizar Microbioldgica y Molecularmente la bacteria Staphylococcus aureus aislada
de la mastitis bovina y determinar su incidencia econémica en la Provincia del Carchi-

Ecuador.

2.2. Objetivos especificos

e Caracterizar microbiologica y molecularmente la bacteria Staphylococcus aureus en

las muestras recolectadas en la produccion lechera en la Provincia del Carchi.

e Determinar la incidencia econémica causada por la presencia de Staphylococcus
aureus en la produccion lechera de la Provincia del Carchi.

2.3. Pregunta de investigacion

¢Qué incidencia econdmica representa la presencia de la bacteria Staphylococcus aureus en la

mastitis bovina en la produccion lechera de la Provincia del Carchi- Ecuador?



CAPITULO Il
ESTADO DEL
ARTE
3.1.Ganaderia lechera

La lecheria es una herramienta agropecuaria importante para el desarrollo econdmico,
alimentario y social, dentro de la poblacién rural. La crianza de estos animales aporta de manera
significativa al sector agroalimentario, gracias al uso que se ha dado a la leche y derivados de
la vaca (Rosado, 2021).

3.1.1. Ganaderia de leche en Ecuador

En el Ecuador existe una produccion del 65% de leche cruda siendo una actividad dependiente
del trabajo de la poblacion campesina, aproximadamente se establecen 3,5 millones de
hectéreas a la explotacion lechera, existiendo 98 mil productores entre los que estan pequefios,

medianos y grandes productores.

La leche producida contribuye como medio de vida, favorece y asegura la alimentacién y
nutricion de todos los hogares. En los ultimos afios se ha observado un alto crecimiento de
animales destinados a la explotacion lechera por producir ganancias econdémicas significativas

a los productores (Reina & Castillo, 2022).

En el afio 2015, el (Instituto Nacional de Estadisticas y Censos [INEC], 2015), llevo a cabo una
encuesta que reveld que solo el 6,68% de los productores y ganaderos de leche reciben
asesoramiento técnico especializado en manejo bovino a través de convenios proporcionados
por el Ministerio de Agricultura y Ganaderia, mientras el 93,22% restante carece de este apoyo
crucial, lo que sugiere la posibilidad de una gestion deficiente en términos sanitarios,
reproductivos y productivos dentro de las explotaciones lecheras ganaderas. Este desequilibrio
en la asesoria técnica podria tener implicaciones directas en la eficiencia y calidad de la
produccidn, subrayando la necesidad de abordar y mejorar la capacitacion y apoyo técnico para

los ganaderos en el sector lechero.

3.1.2. Ganaderia de leche en la provincia de Carchi



En las comunidades de la Region Andina existe una elevada concentracion de productores que
se dedican a la explotacion de la ganaderia de leche siendo ésta la principal actividad de
sustento de trabajo, debido a que existe un porcentaje del 78% del total de la poblacion bovina,

especialmente
3.2. Mastitis

La mastitis bovina, segun Bonifaz & Colango (2016) se detalla como una enfermedad e
inflamacion de la glandula mamaria que se presenta por problemas sanitarios, de manejo
(sistema de produccion, nivel de produccion, manejo del hato ) y genéticos (raza), donde los
pequefios y medianos productores de los hatos lecheros presentan con mas incidencia este
problema, causando cambios fisico quimicos y disminucion de la calidad de la leche por las

condiciones no asépticas en las que se desarrolla el ordefio.

Existen diferentes tipos de microorganismos como son: bacterias, hongos y mycoplasmas, estos
microorganismos exhiben una notable capacidad de proliferacién y multiplicacion cuando se
les proporcionan condiciones 6ptimas en su entorno. La supervivencia de estos organismos esta
estrechamente vinculada a la presencia de un medio ambiente propicio para su desarrollo, como

ha sido destacado por (Bonifaz & Colango, 2016).
3.2.1.Posibles causas

La mastitis es la inflamacion de la ubre de la vaca, sea cual sea su causa, se define como una
enfermedad por la elevada cantidad de leucocitos en la leche originario de la glandula afectada,
ademas, segun (Gomez, 2015) en un tercio de todas las vacas de una explotacion lechera esta
afectada uno o los cuatro cuartos de la ubre por cualquier tipo de mastitis, cominmente causada
por 137 especies bacterianas, siendo Staphylococcus aureus el principal microorganismo
causante de la misma. Existen distintos factores que determinan la aparicion de mastitis en
bovinos, tales como: factores fisicos (heridas, desinfectante de pezones, equipo de ordefio y

personal a cargo); y factores nutricionales, a continuacién, se detallan.



3.2.1.1. Factores fisicos

Silva (2021) sefiala que la aparicion de la mastitis en vacas lecheras ligada como un factor a
practicas deficientes durante el proceso de ordefio, y el uso adecuado de productos de limpieza es
esencial para prevenir esta afeccion. La falta de utilizacion de productos desinfectantes, aplicando
de forma liquida o espuma, durante el proceso de ordefio puede aumentar significativamente el
riesgo de infecciones. La higiene insuficiente, especialmente en la desinfeccion de pezones antes
y después del ordefio, puede facilitar la proliferacion de microorganismos patégenos. Ademas, la
ausencia de procedimientos adecuados, como el uso de papel desechable para cada vaca, puede

contribuir a la contaminacion cruzada y, en Gltima instancia, al desarrollo de mastitis.

e Heridas

Las heridas fisicas cerca o en la punta del pezdn, desencadenan la entrada de bacterias a las
glandulas mamarias de las vacas, lo que llega a ocasionar que la contaminacion dentro del pezén

cause infecciones y las células somaticas se eleven (Vélez, 2022).

e Malas précticas

El riesgo de mastitis bovina por malas précticas, segun Cadavid et. al., (2021) se debe al mal
uso del equipo de ordefio, factores como agua de mala calidad, instrumentos no desinfectados
correctamente, desencadenan que elementos externos, como patodgenos, encuentren acceso al
interior del bovino y causen infecciones, en especial en la zona del pezén debido a que es
especialmente notable que los patégenos encuentren acceso al interior del bovino a través de la
zona del pezdn, la cual es particularmente delicada y, por lo tanto, mas propensa a
inflamaciones e infecciones. La importancia de la integridad de esta area resalta la necesidad
de implementar medidas preventivas efectivas, incluyendo el sellado adecuado de los pezones
antes y después del proceso de ordefio. Garantizar la correcta higiene y proteccion de esta zona
sensible emerge como una estrategia clave para reducir significativamente el riesgo de mastitis
en el ganado lechero, fortaleciendo asi la salud mamaria y preservando la calidad de la leche

producida.

3.2.1.2. Factores geneticos



Desde una perspectiva genética, ciertas razas de ganado lechero, como Holstein o Jersey, exhiben
una mayor susceptibilidad a desarrollar mastitis, segun la investigacion de Ibarra et al. (2022). Se
establece una conexion directa entre la mastitis clinica y el recuento de células somaticas (RCS)
en estas razas, siendo notable una disminucién en el RCS en la leche, a pesar de su asociacion con
un mayor riesgo de mastitis. Esta correlacion genética destaca la necesidad de comprender los
factores hereditarios que contribuyen a la predisposicion de ciertas razas a la mastitis, subrayando
la importancia de estrategias de manejo personalizadas para mitigar los riesgos genéticos y
promover la salud mamaria en el ganado lechero. Integrar esta perspectiva genética en el marco
tedrico enriquece la comprension de los desencadenantes de la mastitis y subraya la importancia
de enfoques holisticos en su gestion y prevencién

3.2.1.3. Factores nutricionales

Deficiencia de vitamina E, vitamina A, selenio o un balance energético negativo se relacionan
con la presencia de mastitis, todo esto se da debido a una baja inmunidad general en las vacas;
el factor determinante de todo esto es la baja alimentacién que se le da al ganado lechero
(Bedoya & Raigosa, 2019). Por lo tanto, la alimentacion actual del ganado lechero debe estar
enfocada a tener un alto nivel de vitaminas y minerales que no generen tensién fisioldgica que

pueda provocar mastitis clinica en vacas.

3.3. Tipos de mastitis

La clasificacion de la mastitis, segun Bolafios et al. (2012), se distingue en dos categorias: segin
su origen y segun la intensidad de la infeccion. A continuacion, se ofrecen detalles méas

especificos sobre estas dos divisiones.
3.3.1. Mastitis contagiosa

Segun Mahmmod (2019) los microrganismos mas contagiosos que llegan a ocasionar la mastitis

son: Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus, Corynebacterium bovis y Mycoplasma

Spp.

Estas bacterias, al ser altamente contagiosas, provocan un impacto negativo en los ingresos de
la produccion lechera. Se trata de patdgenos que causan infecciones intramamarias subclinicas
que tienden a volverse cronicas. Este fendmeno genera consecuencias adversas en la economia,

ya que se asocia con la presencia elevada de células somaticas y una disminucién en la



produccion diaria de litros de leche, segun sefiala Middleton (2019).

En particular, para patégenos como Staphylococcus aureus, la principal via de transmision se
establece de manera directa, de una vaca a otra, a través de los equipos de ordefio y las manos
del ordefiador. La mastitis contagiosa causada por esta bacteria presenta un desafio adicional,
ya que tiene la capacidad de aislarse y resulta dificil de erradicar, impactando
significativamente en la calidad de la leche, como sefiala Garcia (2016). Este fendmeno resalta
la importancia de estrategias especificas de control y prevencién para abordar la persistencia y

propagacion de la mastitis contagiosa en el ganado lechero.

3.3.1.1. Mastitis originada en las pezoneras

Segun Oyola & Urrera (2021), este tipo de mastitis se desarrolla cuando los pezones ya presentan
alteraciones fisicas y estan contaminados debido al uso generalizado de pezoneras durante el
ordefio en todo el hato. Esta situacion se agrava cuando existen bovinos con lesiones o contusiones
en la punta del pezon, lo que facilita la invasion de patdgenos, penetrando e infectando el tejido
de la ubre en el hato que utiliza las pezoneras. Este proceso puede dar lugar a alteraciones graves,
como gangrena, y favorece la proliferacion de microorganismos. Estos patdgenos, que incluyen
Staphylococcus no aureus, S. hycus, S. bovis, S. dysgalactiae, entre otros, estan ubicados en
proximidad a la ubre de la vaca y pueden desencadenar casos de mastitis.



3.3.2. Mastitis iatrogénica

Este tipo especifico de mastitis, sefialado por Apugllon & Pilar (2021), esta asociado a la
iatrogenia, es decir, a las complicaciones provocadas por intervenciones medicas. En particular,
surge como consecuencia del mal uso de canulas intramamarias, las cuales pueden introducir
agentes patdgenos, dando lugar a infecciones mastiticas. Entre los microorganismos
frecuentemente implicados en este contexto se encuentran mohos y levaduras, incluyendo
especies como Candida, Cryptococcus y Trichasparum. La mastitis iatrogénica no solo impacta
negativamente en la salud mamaria del ganado lechero, sino que también resalta la importancia
de précticas cuidadosas y protocolos adecuados durante intervenciones médicas para prevenir

la aparicién de esta forma de infeccion.
3.3.3. Mastitis ambiental

Diversos factores ambientales, presentes en el entorno donde se lleva a cabo la produccién lechera,
contribuyen significativamente al desarrollo de mastitis. Estos factores se manifiestan a través de
la presencia de microorganismos en el ambiente, tales como Escherichia coli, Enterobacter spp,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella spp, entre otros, segun indica Luca (2021). Estos agentes
patdgenos, que se encuentran comunmente en camas de animales, suelos y otros componentes del
entorno de crianza, pueden ingresar a la glandula mamaria a través de las aberturas de los pezones,
desencadenando infecciones que impactan tanto en la salud de las vacas como en la calidad de la
leche producida. La comprension detallada de cdmo estos factores ambientales se presentan es
crucial para implementar estrategias preventivas efectivas que reduzcan la incidencia de mastitis

y promuevan un entorno saludable en la produccion lechera.
3.3.4. De acuerdo a la intensidad de la infeccion

La mastitis para Zaravia (2019) se clasifica segun el curso de la infeccién, siendo esta:
subclinica, clinica, moderadamente aguda, severamente aguda, cronica y por glandula

improductiva o ciega, a continuacion, se detallan los tipos de mastitis segun esta clasificacion.

3.3.4.1. Mastitis subclinica

Enfermedad sutil y dificil de dar un tratamiento, la vaca no presenta sintomas como signos de



inflamacion de la ubre y la leche tiene una consistencia normal, es de larga duracion y
persistente en el grupo, dificil de tratar con antibidticos y afecta la calidad y la produccion de
la leche, es identificada a través de analisis de laboratorio por nimero elevado de células

somaticas en la leche (Bonifaz & Colango, 2016).
3.34.2. Mastitis clinica

Esta enfermedad manifiesta sintomas visibles como la presencia de coagulos en la leche, ubre
inflamada, caliente, enrojecida, dura, la vaca presenta dolor al momento del ordefio
dependiendo el grado esta se clasifica en aguda, subaguda y peraguda, debido a que los signos
pueden ir cambiando, de menor a mayor intensidad hasta presentar signos sistémicos como la

fiebre, depresion y pérdida del apetito (Espinoza & Velasquez, 2023).

3.3.4.3. Mastitis moderadamente aguda (MMA)

Segun Leal (2020), este tipo de mastitis depende de si la infeccidon se da mas alla de las 24
horas, siendo sus sintomas los siguientes: leche con natilla'y cambio de coloracidn de esta. Este
tipo de mastitis se trata de manera local limpiando el &rea sea de via intramamaria o dentro del
pezon.

La mastitis moderadamente aguda puede ocasionar una disminucion del 30% en la produccion
lechera, lo que subraya la importancia de abordarla de manera inmediata. El tratamiento puede
Ilevarse a cabo mediante el uso de antibidticos convencionales recomendados para estos casos
0 mediante un enfoque que implique la aplicacion del antibiotico después de cada tres sesiones
de ordefio. Esta estrategia no solo busca combatir la infeccidn, sino también prevenir la posible

resistencia a los antibidticos, segun sefiala Tang (2016).

3.34.4. Mastitis severamente aguda (MSA)

La mastitis severamente aguda (MSA), segln lo expuesto por Rios (2021), se manifiesta en las
primeras 72 horas con una constante fisioldgica moderada. Este tipo de mastitis se caracteriza por
un sintoma distintivo: la leche adquiere una consistencia similar a la natilla, aunque méas densa,
debido a la inflamacion del pezdn. Este endurecimiento del pezon no solo afecta la textura de la
leche, sino que también genera un aumento de temperatura localizado. Identificar estos signos
tempranos es crucial para abordar rapidamente la mastitis severamente aguda y minimizar su

impacto en la produccion lechera y la salud de la vaca. Este tipo de mastitis se trata con antibidtico,



pero aplicado cada 12 horas con una aplicacion maxima de tres dias (Gasque, 2015).
3.3.4.5. Mastitis cronica (MC)

La mastitis cronica se manifiesta cuando la condicidn persiste por mas de cinco dias, presentando
sintomas distintivos, segun lo sefialado por Diaz (2022). Entre los indicios de esta forma avanzada
de la enfermedad se encuentran la leche que sale de manera interrumpida, una ubre inflamada y
endurecida, fiebre, taquicardia y atonia ruminal, entre otros. Esta enfermedad tiene un impacto
significativo en la produccion lechera, con una pérdida que supera el 50%.

El enfoque para el tratamiento de la mastitis cronica es principalmente sintomético. Ante la
presencia de sintomas, se aplican analgésicos y antipiréticos para aliviar molestias, asi como la
administracion de vitaminas para estimular el apetito. El tratamiento se realiza de manera local,
similar a los otros tipos de mastitis, pero con una duracion mas prolongada. De acuerdo con
Vilanova et al. (2018), el tratamiento debe extenderse por un maximo de cinco dias, incluyendo la
administracion de soluciones salinas fisioldgicas y antibidticos. Este enfoque prolongado se debe
a la persistencia de la infeccion en la mastitis cronica, requiriendo cuidados especificos para su

resolucion efectiva.

3.3.4.6. Mastitis por glandula ciega

Ese tipo de mastitis genera que la mama se vea pequefia, fria y flacida, donde no se produce
leche y las pérdidas se encuentran en un 70% de la produccion. Siendo este tipo de mastitis de
las mas complicadas, con sintomas como: necrosis del parénquima, abscesos y exudados en el

mismo, y en casos mas extremos desprendimiento de este (Castafieda et. al., 2020).

El tratamiento de esta enfermedad, para Cano (2018) se trata de la misma manera que la mastitis
cronica, pero en este caso se usan jeringas antimastiticas para el secado de la glandula y se deja
por méas tiempo el antibi6tico en la ubre para que el foco de infeccion sea correctamente

eliminado, salvando lo méas que se pueda de la glandula mamaria de la vaca.

3.4.Tipos de diagndstico para mastitis
3.4.1. Palpacion de la ubre

Mediante la palpacion de la ubre, como destaca Carvajal (2022), es posible identificar diversas
afecciones, que van desde lesiones traumaticas hasta alteraciones en la estructura de la ubre.

Este método de evaluacion permite detectar areas dafiadas o endurecidas en los pezones de la



vaca, asi como trastornos en la salida de la leche. Lesiones especificas, como el aumento de
tamario del pezon, inflamaciones y una elevacion de la temperatura superior a 39°C, entre otros

indicadores, pueden ser claramente identificadas gracias a este examen palpatorio.
3.4.2. Papel indicador

La prueba de papel indicador, también conocida como prueba de pH, se emplea para evaluar las
transformaciones en la leche, siendo el cambio en el pH un indicador clave, segun sefiala Cadavid et al.
(2021). Este método permite identificar posibles casos de mastitis, ya que un pH normal de 6.6 se altera
hacia un pH alcalino. No obstante, se ha descubierto que la relevancia de esta prueba es limitada, ya que el
cambio de pH no resulta ser un indicador completamente preciso de la presencia de mastitis. Como
resultado, en la actualidad, esta prueba ha perdido su utilidad y se considera no relevante para la deteccion

efectiva de la enfermedad.

3.4.3. Prueba California (CMT)

El California Mastitis Test, segin Santamaria (2020), es un procedimiento sencillo de llevar a
cabo en el campo, destinado a prever el conteo de células somaticas en muestras de leche.
Destaca la sensibilidad del reactivo Lauril Sulfato de Sodio, el cual interactta con el ADN
celular, desencadenando una reaccion quimica que permite anticipar la cantidad de células

somaticas presentes en la leche.

La prueba se realiza cuando los pezones estan limpios, secos y listos para ordefiar, ahi se
introduce una bandeja inclinada en un dngulo de 60°, se ordefia la vaca hasta sacar una cantidad
moderada de leche, la cual después se mezcla con el reactivo, iniciando un proceso de agitacion

suave por rotacion durante 15 a 20 segundos y después se interpreta la prueba (Morales, 2022).

La CMT, para Avilés & Medina (2022), predice cuando existe una inflamacion con un proceso
infeccioso, mostrando el aumento de células somaéticas por incremento de los neutréfilos que

cumplen su accion y representan mas del 90% de las mismas.

3.5. Tipos de agentes patégenos causantes de la mastitis

Los agentes patdgenos responsables de los distintos tipos de mastitis son, principalmente, bacterias
que se transmiten de un animal a otro a través de diversos medios. Factores como el uso de pafios
humedos reutilizados, la presencia de leche residual en pezoneras y la falta de conocimiento del
personal de trabajo en temas relacionados son algunos de los principales elementos que

contribuyen a la propagacion de la infeccién en el cuarto de la ubre, segun sefiala Rodriguez



(2013). Es fundamental comprender como estos agentes patdgenos pueden ser transmitidos y qué
practicas contribuyen a su proliferacion para implementar estrategias efectivas de control y

prevencion en la gestion del ganado lechero.
3.5.1. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus es un microorganismo Gram positivo que posee relevancia medica
significativa debido a su habilidad para provocar diversas infecciones en animales. Demostrar su
prevalencia en casos peragudos en vacas, especialmente cuando el tejido de la ubre ya ha
experimentado necrosis debido a la invasion de Escherichia coli y Clostridium, puede resultar
desafiante. Los mecanismos de virulencia de esta bacteria estan relacionados con su capacidad
para invadir tejidos, segun lo sefialado por Felipe & Porporatto (2010). La comprension de estos
mecanismos Yy la consideracion de la interaccion con otros patdgenos destacan la importancia de
abordar la infeccion por Staphylococcus aureus de manera integral en la gestion de la salud

mamaria en el ganado lechero.

3.5.2. Streptococcus dysgalactiae

Los patdgenos medioambientales causantes de la mastitis son un problema muy grande,
Streptococcus dysgalactiae esta presente en la etapa de lactacion y periodo seco. Esta especie
de bacteria es mas comun en la mastitis clinica y subclinica y es muy capaz de sobrevivir en la

piel y boca de los animales saludables que pastorean (Montes & Garcia, 2006).

3.5.3. Streptococcus agalactiae

Jaramillo et al. (2018) describen a este microorganismo como una bacteria Gram positiva con un
impacto significativo, parte de la flora del tracto gastrointestinal. Se encuentra de manera
predominante en el ganado lechero, especialmente en las ubres afectadas. La infeccion suele
originarse por la adquisicion de animales enfermos, facilitando la propagacion a individuos sanos
a través del contacto directo. Ademas, se propaga en entornos donde los animales comparten el
aire y los espacios, como en areas de ordefio y otros equipos.

Para erradicar esta bacteria, la penicilina se presenta como un tratamiento efectivo. Asimismo, un



manejo adecuado de la limpieza, practicas cuidadosas de ordefio, tratamiento adecuado de
infecciones en la ubre, y la higiene durante el periodo de vacas secas contribuyen a la eliminacién
exitosa del microorganismo, como sefiala Shane (2019). La comprension de las vias de transmision
y las estrategias de manejo eficaces se revela crucial para mitigar la presencia y el impacto de esta

bacteria en la salud de las vacas lecheras.

3.5.4. Streptococcus uberis

Es considerada una bacteria Gram positiva debido a su capacidad para retener la tincion de
cristal violeta en una prueba de tincion de Gram., este microorganismo se encuentra de mayor
manera en la piel externa de la ubre y dentro de los pezones; mayormente existe un contagio
de Streptococcus uberis después del primer parto y durante el secado de la vaca siendo menos
agresivo a comparacion de Staphylococcus aureus, comdnmente encontrado en el ambiente,
especialmente en suelos, aguas superficiales y vegetacion. El Streptococcus uberis es
responsable de mastitis que se presentan en las vacas, en especial en el periodo de secado de
las mismas, la prevencion de infecciones por Streptococcus uberis implica practicas de manejo
adecuadas en la produccidn de leche, como una higiene estricta durante el ordefio y la limpieza
de los equipos de ordefio (Norhan et. al., 2021).



3.5.5. Coliformes

Estos organismos, conocidos como coliformes, tienen su origen en la materia fecal, ya que son
habitantes naturales del intestino de los animales y, ademas, se encuentran en el entorno ambiental.
Entre las principales bacterias coliformes se destacan Escherichia coli y Enterobacter aerogenes.
La presencia de estas bacterias en la leche esta directamente relacionada con la falta de higiene
adecuada durante el proceso de ordefio, segun sefiala Rodriguez (2013). La calidad de la higiene
durante esta fase resulta crucial para prevenir la contaminacion por coliformes, asegurando la

produccion de leche segura y libre de patdgenos.

3.5.6. Pseudomonas

Se trata de un bacilo Gram negativo que cuenta con tres flagelos polares y se clasifica como un
microorganismo fitopatégeno. Segun Ribeiro et al. (2018), la Pseudomonas aeruginosa no se
desarrolla en medios anaerdbicos. Esta bacteria desempefia un papel en la coagulacion de la
leche mediante la produccion de enzimas, haciendo uso de sus propiedades bacterioliticas y

proteinas termoestables.

La presencia de este microorganismo se manifiesta en casos de infecciones persistentes, con
exacerbaciones agudas o subagudas intermitentes. Las infecciones causadas por Pseudomonas
suelen originarse por el uso incorrecto de tratamientos intramamarios o derivar de fuentes
contaminadas, como el agua, el suelo o una higiene deficiente en las maquinas de ordefio, segun

lo sefialado por Iglewski (2005).

3.5.7. Corynebacterium

De acuerdo con Torres (2017), Corynebacterium es un bacilo pequefio anaerdbico Gram positivo,
caracterizado por su resistencia a exudados o materiales contaminados. Esta bacteria tiende a
provocar mastitis, siendo mas frecuente tanto en vacas secas como en lactancia, manifestandose
con una inflamacion que se distingue por un exudado purulento de olor desagradable.

La transmision de Corynebacterium ocurre a través de material contaminado de una glandula
mamaria enferma hacia otras durante el proceso de ordefio, 0 mediante moscas portadoras del
bacilo que llegan a posarse en los pezones de las vacas. El tratamiento para eliminar esta bacteria

implica la aplicacion de limpieza con yodo y el uso de penicilina, como sefiala Reboli (2015).



3.6.Buenas practicas de ordefio

3.6.1. Selladores de baja calidad

Los selladores para pezones de vacas deben ser productos que protejan la piel de la ubre sin alterar
el pH de la leche. Sin embargo, algunos quimicos pueden resultar demasiado agresivos para la piel
del pezon, incluyendo acidos causticos que tienen el potencial de causar dafio, generando heridas
e infecciones en la vaca. Este tipo de lesiones pueden propiciar la entrada de bacterias perjudiciales

para la salud del animal, como sefialan Blanco & Molina (2018).

3.6.2. Desinfectante de pezones

En el mercado, se encuentran diversos tipos de desinfectantes de pezones, sin embargo, no todos
poseen los principios activos necesarios para destruir eficazmente los microorganismos que
podrian ingresar y provocar infecciones. Entre los principios activos que se suelen utilizar se
incluyen el iodo, la clorhexidina, el &cido sulfénico de alquilbenceno, el cloro, los amonios
cuaternarios y los acidos grasos. Estos componentes son esenciales para controlar la microflora
cercana a los pezones. Cuando la capacidad de control de estos principios activos resulta

insuficiente, pueden desarrollarse infecciones, segun indican Flores & Patifio (2022).
3.6.3. Lavado de pezones

Un aspecto crucial en el lavado de pezones es la precaucion, ya gue una ejecucion incorrecta puede
resultar en la contaminacion de la ubre de la vaca y desencadenar infecciones, como sefiala Rojas
(2022). La correcta técnica de lavado de pezones, segun lo destacado por Sdnchez & Duriel (2022),
esta intrinsecamente relacionada con la adecuada higiene tanto de la persona que manipula esta
zona como de los insumos utilizados en el proceso. Esto implica una limpieza y desinfecciones
efectivas, el uso de agua limpia y la precaucion de no mojar completamente la ubre de la vaca,

dado que esta area es delicada y dificil de secar, como subraya Burbano (2018).

3.6.4. Secado de pezones

Durante el procedimiento de secado de pezones, la principal finalidad es prevenir la entrada de



microorganismos patdgenos en las ubres de las vacas. Comunmente, se emplea un pafio o toalla

especifica por vaca en este proceso para evitar la contaminacién del animal.

3.7.0rdefo

El proceso de ordefio se realiza de tres maneras: manual, durante la lactancia y mediante el uso de
equipos mecanicos. Cada una de estas modalidades requiere la implementacion de medidas de
bioseguridad adecuadas, segun indica Burbano (2018).

Segin Ormaza & Rueda (2021), los equipos de ordefio deben operar dentro de pardmetros
establecidos por normativas que garantizan un uso adecuado y cumplen con estandares esenciales
para su manejo. Estos equipos se han disefiado para reducir el tiempo de ordefio, mejora la
eficiencia en la extraccion de leche y la inocuidad en la industria lechera, pero el mal
funcionamiento y manejo inadecuado pueden facilitar el transporte de microorganismos desde la

maquina hasta la ubre de la vaca, incrementando el riesgo de desarrollar mastitis,

3.7.1. Ordefio manual

Ortiz et al. (2014) describen el ordefio manual como el proceso en el cual se utiliza la mano para
apretar la ubre de la vaca hasta obtener la leche. En este método, se pueden emplear tres o cinco
dedos, segln el tamafio de la ubre de la vaca. Es importante destacar que este tipo de ordefio, al
ser llevado a cabo por varias personas o con un cuidado inadecuado en términos de higiene en

cada vaca ordefiada, puede ser mas propenso a la propagacion de enfermedades o infecciones.
3.7.2. Ordefio mecanico

Segun Parada (2022), el ordefio mecanico depende de normas de limpieza y desinfeccion
necesarias para utilizar estos implementos. Los pasos a seguir son colocacion de pezoneras,
retiro de pezoneras y sellado de los pezones. Para la colocacion de pezoneras se deben aplicar
pasos anteriores de limpieza de las ubres, se colocan primero las posteriores y luego las
anteriores, observar que queden perfectamente ajustadas y evitar el deslizamiento debido a la
entrada de aire.
Durante el retiro, es fundamental cortar el vacio para prevenir fluctuaciones y evitar el riesgo de
sobreordefio. En cuanto al sellado de pezones, un paso esencial consiste en aplicar un desinfectante
liquido o en espuma para garantizar que el esfinter del pezon permanezca sellado hasta el préximo
ordefio (INTAGRI, 2021).



3.8. Cultivo de bacteria Staphylococcus aureus y aislamiento en laboratorio

Para Duquesne et al. (2015), la utilizacién de medios de cultivo, ya sean generales o especificos,
resulta imprescindible en la identificacion del crecimiento de las bacterias causantes de la mastitis.
Estos cultivos se desarrollan en un medio propicio y a una temperatura 6ptima que favorece la
multiplicacion de los gérmenes presentes en la leche, permitiendo la realizacion de pruebas que
confirmen la presencia de estas bacterias.

En el contexto de los medios de cultivo, destaca el manitol salado como una herramienta valiosa
en microbiologia. Este medio posee propiedades selectivas que favorecen el crecimiento de
bacterias capaces de fermentar el manitol, al tiempo que inhibe el desarrollo de otras. Su aplicacién
facilita la identificacion precisa de especies bacterianas en muestras, constituyendo asi una

contribucion esencial en el andlisis microbiologico.

3.8.1. Identificacion morfologica y molecular del SA

El uso de laboratorio para Paredes & Mosquera (2017), dentro de la identificacion de la mastitis
bovina es un componente necesario para la investigacion y eliminacién de los microorganismos
causantes de esta enfermedad en animales productores de leche. Existen diferentes métodos
para comprobar su existencia como toma de muestras de leche en campo para posterior analisis

en laboratorio e identificacion mediante medios de cultivo.
3.8.2. Toma de muestras de leche

La recoleccion de muestras de leche es fundamental para llevar a cabo un examen microbioldgico.
Para ello, se requiere un riguroso protocolo de limpieza durante la toma de muestras, ya que los
gérmenes ambientales podrian interferir en el andlisis e influir en los resultados de las pruebas de

identificacion de la mastitis (Camacho, 2017).
3.8.3. Siembray aislamiento de Staphylococcus aureus

Dentro de la siembra y aislamiento de Staphylococcus aureus, segin Anangé (2020), se puede
observar que este patdgeno forma colonias de manera muy rapida, lo cual permite que invada
de manera eficaz las ubres de la vaca. Este microorganismo tiene dos fases de infeccion dentro
de la ubre; en la primera fase se encarga de invadir la ubre, y en su segunda fase, se encarga de

secretar toxinas para mantenerse viva dentro del organismo de la vaca y, por ende, expandirse



(Anangd, 2020).

Mientras que en el aislamiento se realiza un cultivo microbioldgico, con el principal objetivo
de determinar la multiplicacion de S. aureus, e identificar el agente que causa la infeccion para
poder tratarlo y eliminarlo de manera eficaz, optimizando el manejo y tratamiento de la
infeccion. Existen diferentes métodos de identificacion del patdgeno, estos son: Tincion Gram,

prueba de Coagulasa, prueba de Catalasa y Prueba a, hemolisinas 8 (Zabetta, 2019).
3.8.2.1. Tincion Gram

Esta técnica permite diferenciar microorganismos, tanto patdgenos como no patégenos, en funcién
de sus caracteristicas morfoldgicas. Segun Aliverti et al. (2021), estos microorganismos son
bacterias, divididas en dos categorias: Gram positivas, que adquieren un tono azul-violeta al entrar
en contacto con el tinte, y Gram negativas, que se decoloran y luego se tifien con safranina. Este
cambio de coloracion se debe a que las bacterias Gram positivas poseen una pared celular méas
gruesa, lo que impide que la coloracion se elimine, a diferencia de las Gram negativas, cuya pared

mas delgada las hace susceptibles a la decoloracion.
3.8.2.2. Prueba de Coagulasa

La prueba de la Coagulasa reside en la deteccion y confirmacion de la enzima coagulasa dentro
de una bacteria, para Guazha (2020), esta prueba contiene una alta efectividad para comprobar
la existencia de S. aureus. La efectividad de esta prueba en S. aureus se da debido a que este

microorganismo contiene dos tipos de coagulasa: Endocoagulasa y Exocoagulasa.

e Endocoagulasa: forma coagulos o grumos dentro de la pared celular.

e Exocoagulasa: esta actua mediante la activacion del factor complejo coagulasa — CFR.

3.8.2.3. Prueba de Catalasa

Esta prueba, segun Castafieda (2020), se encarga de revalidar la reaccion que causa la enzima
catalasa mediante una prueba de microscopio, descomponiendo el per6xido de hidrdgeno
(H202) en agua y oxigeno, realizando esto para defenderse del efecto del peroxido de
hidrogeno. Al momento de realizar el proceso de descomposicion se llega al resultado deseado,

donde el Staphylococcus aureus se descompone como catalasa negativa.

3.8.2.4. Prueba a, hemolisinas 3.



Esta prueba mide la capacidad de que las toxinas a y las hemolisinas B, sean capaces de
provocar lisis de eritrocitos y con esto determinar la existencia de Staphylococcus aureus. Para
determinar la actividad hemolitica en cepas de S. aureus, se realiza un estudio cuantitativo y
cualitativo, donde se llega a conocer la capacidad hemolitica bacteriana presente (Adame et.
al., 2022).



CAPITULO IV
MATERIALES Y METODOS

4.1. Zona de estudio

4.1.1. Fase de campo

Climaticamente segun la Secretaria Nacional de Planificacién y Desarrollo [SENPLADES]
(2014), la provincia del Carchi esta ubicada en el paramo ecuatoriano, cerca de zonas humedas
como Valle del Chota, con climas desde 8°C hasta 15°C en el paramo y llegando hasta 27°C

en la zona humeda y cercana a la frontera con la provincia de Esmeraldas.

La ganaderia lechera segun Luna et. al., (2019) en esta area de estudio los 6 cantones Tulcan,
Huaca, Montufar, Bolivar , Mira , Espejo se encuentra como factor econdmico primordial para
todo Ecuador, siendo esta provincia la tercera en producir mas leche de vaca, segun la encuesta
cuenta INEC (2015).

Figura 1
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Nota. Tomado de Instituto de Investigacién Geoldgico y Energetico [IIGE], (2012).



4.1.2. Fase laboratorio

El estudio de la caracterizacién microbioldgica de la bacteria Staphylococcus aureus se realizé
en los laboratorios de microbiologia de la Pontifica Universidad Catolica del Ecuador Sede
Ibarra y la caracterizacién molecular se envio 2 muestras al laboratorio IDGen en la ciudad de
Quito.

4.2. Materiales

4.2.1. Materiales de campo

- Coolera 4°C

- Frascos estériles
- Guantes

- Mandil

- Mascarilla

- Alcohol

- Paleta

- Reactivo C.M.T

4.2.2. Materiales de laboratorio

- Cajas Petri

- Rollo de kraft

- Cinta testigo

- Agar (Mannitol Salt)

- Piurgen ® ADN Mini Kit (Thermo Fisher Scientific)
- Portaobjetos

- Asa de siembra

- Agua destilada

- Colorantes (Cristal violeta, lugol, alcohol, safranina)
- Pipeta

- Plasma reconstituido

- Tubo de ensayo

- Asa estéril

- Agua oxigenada

- Gotero



- Cultivo bacteriano
- Agar (Sangre)
- Plasma bovino 10ml

4.2.3. Equipos de laboratorio

- Bafio maria

- Microscopio

- Mechero

- Cémara de flujo laminar

- Micropipeta

- Autoclave

- Balanza Analitica (ADAM)

- Estufa ((Memmert)

- Contador de colonias Stuart (BioCote)

4.3. Metodologia

4.3.1. Fase de campo

4.3.1.1. Seleccion de fincas ganaderas

La investigacion y analisis de incidencia de Staphylococcus aureus se desarrollé en la provincia
del Carchi- Ecuador tomando como criterios tamafios del hato (tabla 1), la accesibilidad a las
fincas y el acceso a la informacidn por parte del productor. Para ello se realiz6 una entrevista
(anexo 1) a tres reconocidos Médicos Veterinarios Zootecnistas (MVZ) que trabajan en la zona
Carchi y cuentan con experiencia y atienden una poblacién de aproximadamente 24 fincas
distribuidas en toda la provincia. Con los resultados de la entrevista se procedi6 a seleccionar
8 fincas distribuidas en los 6 cantones de la provincia: Tulcan, Espejo, Huaca, Mira, Montufar
y Bolivar como indica la tabla 2 que ademés contaban con la informacion necesaria para el
desarrollo de la investigacion, tales como, analisis y recopilacion de resultados de células
somaticas del Gltimo afio y Unidades Formadoras de Colonias presentes en sus muestras de
leche basados en las normas (NTE INEN 9:2012, 2012).



Tabla 1
Clasificacion y seleccion del tamafio del hato por el nimero de vacas en produccion

Tamario de hato Vacas en lactancia
Pequefio <25
Mediano 26299
Grande >100

Nota. Tamafo del hato dependiendo del nivel de produccidon, tomado de Acufia & Rivadeneira

(2023).

4.3.1.2. Toma de muestras
Antes de proceder con la recoleccion de muestras, se llevo a cabo la prueba de California Mastitis

Test (CMT) en cada una de las fincas con el propdsito de verificar la presencia de mastitis. La
seleccion de las muestras se baso en el analisis del nimero total de vacas en lactancia en cada finca
ganadera, siendo un total de 301 segun se detalla en la tabla 2. Este analisis resulto en la toma de
muestras de 95 vacas, con la deteccion de 205 cuartos positivos debido a la presencia de gel

obtenido en las pruebas de CMT realizadas.

Tabla 2

Ndmero de vacas en ordefio muestreadas con prueba CMT

Numero de fincas NUmero de vacas en ordefio Positivas en pruebas de CMT
1° La Joya 50 12
2° La Magdalena 26 9
3° El Descanso 70 23
4° E Guanto 25 8
5° El Pefial 27 9
6° La Escondida 28 11
7° El Encanto 30 9

8° Los Arenales 45 15




Las pruebas de CMT se realizaron al momento del ingreso de cada animal a la sala de ordefio,
tomando 2 ml de leche por cada uno de los cuartos de la ubre de la vaca y se prosiguio a afiadir
2ml de reactivo CMT en cada cuarto de la paleta utilizada; se homogeneizd y se registraron los
datos en la libreta de campo dependiendo el grado de infeccién que presenté como indica la
tabla 3 (Bonifaz & Colango, 2016).

Tabla 3
Interpretacion de prueba CMT

Negativo Positivo
No se forma precipitado por el Trazas: Se forma una ligera
reactivo, por lo tanto, no precipitacion que se
existe infeccion de mastitis. desaparece al momento de

agitar, se debe comparar entre
los demas cuartos, si presenta
solo un cuarto precipitacion se

considera infeccién

Tipo 1 Se forman grumos al
momento de realizar
agitacion, después de agitar
20 segundos los grumos
desaparecen, no  existe

formacion de gel.

Tipo 2 Al instante se forma un gel
que da la apariencia de la
clara del huevo.

Tipo 3 Formacion instantanea de gel

y no se pierde con la agitacion

Nota. Identificacion de tipos de mastitis con prueba CMT tomado de Acufia & Rivadeneira
(2023).



Ademas, se calculd el porcentaje de tasa de prevalencia de mastitis segun la formula de
Calderon & Rodriguez (2008).

Donde

P= Prevalencia
C= Numero de casos afectados por la
enfermedad N= NUmero de poblacion

muestral

Los datos registrados como positivos al momento de la prueba de CMT fueron sometidos a una
segunda toma de muestra con la finalidad de la realizar los analisis microbioldgicos y
moleculares de cada uno de los cuartos con afectados esta toma de muestra fue realizada de

acuerdo con la metodologia de Echeverri et. al., (2008) quien sefiala que:

e Laubre de la vaca se someti6 a limpieza y desinfeccion con yodo y posterior limpieza

de cada cuarto con papel.

e Una vez limpia la ubre, se realizé el CMT, escurriendo los 3 primeros chorros de leche
en la paleta designada, se incliné la paleta a un angulo de 60° igualando la cantidad de
leche entre 2 y 4 ml por cada division, se agregd la misma cantidad de reactivo y
posterior a esto se agito por rotacion durante 15 a 20 segundos y se interpretaron los

resultados de acuerdo con la tabla 3.

e Después de todo este proceso se tomd una muestra en frascos de plastico estériles de
100 ml por cuarto afectado y se refrigeraron en un cooler a 4°C.

e Setraslado a los laboratorios de microbiologia de la Pontificia Universidad Catdlica del
Ecuador Sede Ibarra para posterior analisis.



4.3.2. Fase de laboratorio

4.3.2.1. Procedimiento para el aislamiento de Staphylococcus aureus

El cultivo y aislamiento de la bacteria se llevo a cabo segun el procedimiento de Younis et. al.,
(2018). Se preparo el medio de cultivo Manitol Salado Agar Base como especifica las
indicaciones del fabricante, en 100ml de agua destilada se diluyeron 111g de agar y se procedio
a esterilizar en la autoclave a 120°C, a continuacion, se realizd la siembra de 95 cajas petri (una
para cada muestra) colocando 20 ml de solucion Manitol Salado por cada caja y una vez
solidificado se colocé 1ml de la muestra. Utilizando el método por estria se procedio a flamear
toda la longitud del asa durante 30 segundos en el mechero de bunsen para evitar una posible
contaminacion bacteriana, seguido se realizo el frotis con el asa en la cuarta parte de la caja y
se gird para ejecutar otro frotis en la otra cuarta de la caja, finalmente se coloco papel Parafilm
para sellar la caja y evitar contaminacion. Realizado este procedimiento de siembra en cada
caja se identificaron y se procedi6 a incubar por un tiempo de 24 a 48 horas a una temperatura
de 37°C, finalizando este tiempo de incubacién se visualizaron los resultados determinando
presencia o ausencia de Staphylococcus aureus, y a través del conteo de UFC en las cajas méas

representativas.
4.3.2.2. Tincion Gram

Segln Regasa, Mengistu, & Abraha (2019) el proceso de Tincién Gram se utiliz6 para clasificar
la bacteria estudiada en Gram positiva 0 Gram negativa, esta tincién se basé en analizar las
diferencias en la composicién de la pared celular bacteriana. Al finalizar el tiempo de
incubacion se procedio a realizar la coloracion de Gram, para ello, en la camara de flujo laminar
previamente esterilizada se tomé una colonia con un asa de siembra estéril y se realizo un frotis
sobre el portaobjetos de vidrio formando un area circular y uniforme, se dejo secar al aire
durante unos minutos a continuacion se aplicé dos gotas de solucion de yodo y se dejo actuar
durante dos minutos, se procedié a lavar con agua destilada y se afiadio cristal violeta, se dejé
actuar durante cinco minutos, se lavd y se afiadio safranina y se dejo actuar durante tres

minutos, se lavd y se agregd alcohol y se procedio a observar en el microscopio.



4.3.2.3. Prueba de coagulasa

La prueba de coagulasa se realizé segun el procedimiento de Thirunavukkarasu (2014). Se
utilizé una micropipeta estéril p1000 y se afiadié 0,5 ml de plasma bovino en en tubo de ensayo
a continuacion con un asa estéril se emulsificaron 4 colonias de Staphylococcus aureus al azar
de 10 cultivos bacterianos y se mezclaron con suavidad, se procedié a incubar en un bafio maria
a 37°C durante 4 horas, este resultado indica la presencia de Staphylococcus aureus en las
muestras confirmando como coagulasa positiva después de transcurrido este tiempo debido a

la presencia de coagulos.
4.3.2.4. Prueba de Catalasa

En un portaobjetos se depositaron dos gotas de agua oxigenada al 30% y se pusieron en
contacto con una colonia de Staphylococcus aureus tomadas al azar de 5 cultivos bacterianos,
se tomo con un asa estéril de siembra de una de las cajas de muestra, para interpretar los

resultados se utilizo la tabla 4.

Tabla 4
Reacciones de las pruebas bioquimicas realizadas a Staphylococcus aureus

Patogeno Catalasa Coagulasa Tinciéon Gram

Staphylococcus aureus + + +

Presencia de burbujas  Formacion de coagulos  Formacidon de cocos en

02 racimos

Nota. Resultados de pruebas realizadas en laboratorio tomado de Acufia & Rivadeneira (2023).
4.3.2.5. Prueba a, hemolisinas 8.

Siguiendo la metodologia de Moraveji et. al., (2014) se realiz6 un cultivo de Staphylococcus
aureus en agar sangre previamente esterilizado, se realizo en el centro de cada caja Petri un
trazado de siembra en linea recta y se procedio a la realizacion del frotis, el analisis se realizo
con agar sangre bovino y se incub6 a 30°C por 24h, una prueba positiva se caracteriz6 por la
presencia acentuada de hemadlisis.



4.3.2.6. Caracterizacién molecular de Staphylococcus aureus

Para la secuenciacion de ADN, se enviaron 2 muestras (2 cajas sembradas directamente con
muestra de leche) a un laboratorio especializado en la ciudad de Quito IDgen-identificacion
molecular, en donde emplearon como método de determinacion: identificacion molecular por

barcoding 16S para bacterias.



4.4. Determinacion de la incidencia econdémica causada por la presencia de

Staphylococcus aureus en la produccion lechera de la Provincia del Carchi

Para dar cumplimiento a este objetivo se procedid a conversar con los duefios de los 8 hatos
mencionados anteriormente quienes suministraron la informacion del ultimo afio de costos de

produccién como:

e Alimentacion y pastizales

e Cuidados y seguimientos

e Mano de obra

e Gastos de servicios basicos
e Gastos de equipo de ordefio
e (Gastos operacionales

e (Gastos administrativos

e (astos en ventas

Con los costos de produccién analizados y mencionados anteriormente se hizo un resumen

como indica el Anexo 5 para realizar la determinacién de los costos unitarios referentes a:

e Produccidn anual de litros de leche por finca: Se preguntd el nimero de vacas que
ordefan y se realiz6 una multiplicacion de los litros diarios que produce cada finca
por los 365 dias del afio.

e Costos de produccién Unitario (A/C): Se hizo referencia de cuanto cuesta producir
un litro de leche alrededor de un afio por cada finca por lo que se realiz6 una divisién
entre gastos operacionales y produccion anual de litros de leche en cada finca para

obtener un resultado.

e Costo total unitario (B/C): Se hizo referencia a cuanto fue el monto de inversién en
el ordefio (equipamiento y adecuacion) y se dividio el costo total de produccion de
cada finca entre la produccion anual de litros de leche para obtener un resultado por

cada finca.

e Precio de venta: Se estimé un precio de venta de 0.54 centavos, debido a que todos



los productores entregan a la misma industria lechera.



e Utilidad por litro: Hace referencia a cudl es la ganancia que el productor tiene al
producir un litro de leche y se calcul6 un promedio del costo unitario por las 8 fincas
dividido para el precio de venta.

e Pérdida en produccion durante presencia de mastitis: Segin (Bonifaz & Colango,
2016) mencionan que la presencia de mastitis causa una pérdida del 15% durante la

lactancia, en base a este porcentaje se calculd la incidencia econémica.

e Produccidn sin presencia de mastitis: Hace una hipdtesis de cual seria la produccion
real si en el hato no existe mastitis y se multiplic6 la produccién anual de litros de
leche por el 15% de pérdida.

e Diferencia en pérdida de produccion: se resto la produccidn anual de litros de leche

menos la produccidn sin presencia de mastitis.

El resultado de la incidencia econémica se calculd con el nimero total de vacas en ordefio
(301) de las cuales 206 no presentan ningun grado de mastitis (0,7%) y 95 vacas
presentan algin grado de mastitis (0,3%), de las cuales en las 8 fincas las 301 vacas
producen 2°634.000 litros anuales, con estos datos mencionados se calculo la incidencia

econdmica:

e Produccidn sin presencia de mastitis: hace referencia a cuantos litros producen
las 206 vacas en ordefio sin mastitis y se multiplico la produccion anual de litros

de leche por el porcentaje (0,7%) de vacas sanas.

e Produccidén de animales con algun grado de mastitis: hace referencia de cuantos
litros producen las 95 vacas que presentan algin grado de mastitis y se calculd
multiplicando la produccion anual de litros de leche por el porcentaje (0,3%) de

vacas con presencia de mastitis.

e Produccidn real de animales con presencia de mastitis: se hizo referencia de cuél
seria la produccién de litros de leche real como indica (Bonifaz & Colango,
2016) que se refieren a que las vacas con algin grado de presencia de mastitis
disminuyen la produccién del 15% y para obtener un dato real de cual es la
produccién de litros de estos animales se multiplico la produccion real de

animales con presencia de mastitis por 15%.



e Utilidad real (incidencia econdmica): hace referencia de cudl es el porcentaje de
ganancia economica con los animales que presentan mastitis en el caso de que
no presentaran ningun grado de mastitis y se multiplicé la produccién real de

animales con presencia de mastitis por la utilidad por litro.

e Pérdida de litros por presencia de mastitis: se refiere a cuantos litros esta
dejando de producir una vaca en lactancia por presentar algin grado de mastitis
y se restd produccion real de animales con presencia de mastitis menos

produccion real de animales con presencia de mastitis.



CAPITULOV

RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Presencia de mastitis

5.1.1. Resultados de la prueba de CMT realizada en campo

Tras la aplicacién del California Mastitis Test (CMT) a las 301 vacas muestreadas en las fincas de
la provincia del Carchi, se obtuvieron los resultados detallados en la Tabla 5, que exhibe la presencia

de mastitis en cada una de las fincas

Tabla 5

Resultados de prueba CMT realizada en campo

Finca
_ Nombre de ]
Fincas ) Canton N° vacas CMT CMT
la finca .
por Negativo Positi
finca por Finca VO
por
Finca
1 La Joya 50 (17%) 38 (76%) 12 (24%)
vionuurar
2 La Magdalena 26 (9%) 18 (69%) 8 (31%)
3 El Descanso 70 (23%) 47 (67%) 23 (33%)
Tulcan
4 El Guanto 25 (8%) 17 (68%) 8 (32%)
5 El Pefial Bolivar 27 (9%) 18 (67%) 9 (33%)
6 La Escondida Mira 28 (9%) 17 (61%) 11 (39%)
7 El Encanto Espejo 30 (10%) 21 (70%) 9 (30%)
8 Los Arenales Huaca 45 (15%) 30 (67%) 15 (33%)
Vacas muestreadas CMT 301 100% 206 95

La tabla 5 representa el nimero total de la poblacion por cada finca muestreada y el nimero de
casos positivos y negativos con la prueba CMT. ElI muestreo se realizé en 301 vacas en
produccién y dio como resultado 206 vacas negativas y 95 positivas con algun grado de

mastitis.



5.2.Caracterizacion microbioldgica de Staphylococcus aureus

5.2.1. Conteo de UFC
En la Tabla 6 se presentan los datos del conteo de unidades formadoras de colonias (UFC) que

se realizo a las 95 placas Petri previamente sembradas con 1 ml de leche en cada una de las
muestras. El conteo se realizd con el equipo “Colony Counter” en el laboratorio de
microbiologia, dando un aproximado del total de UFC. Estas muestras se presentan a

continuacion:

Tabla 6
Datos obtenidos de conteo de UFC en laboratorio

Nombre de la finca N° muestras/ una muestra por cuarto UFC
1 31
2 31
3 15
4 23
5 30

La Joya 0 16
7 21
8 105
9 16
10 47
11 16
12 93
1 5
2 10
3 5
4 8
5 27
6 1
7 4

Los Arenales 8 0
9 4
10 12
11 4
12 3
13 3
14 22
15 5
1 1
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En la Tabla 6 y Figura 2A se muestra el resultado del crecimiento de la bacteria S. aureus
realizado en laboratorio y se puede observar que la cantidad de UFC no es alta en comparacion
de los limites que permite la (Norma Técnica Ecuatoriana [NTE INEN 9:2012], 2012), (NTE
INEN 1529-5, 2006) en donde se expone que por cm?® el limite maximo permitido es 1.5x10°
aunque se debe tomar en cuenta que la siembra se realizo en un tipo de agar en el que no se
desarrollan todas las bacterias solo las que han logrado satisfacer sus necesidades nutricionales
dentro de ese agar el cual esta desarrollado para el crecimiento de bacterias Gram positivas.

Por otro lado, al ser un conteo manual pueden existir colonias que no fueron contabilizadas
debido a que su tamarfio era muy pequefio o se encontraban alrededor de la caja por lo cual se

dificulta su conteo, una comparacion con Figura 2B del cultivo de S. aureus corresponde a las



muestras 4, 5 y 6 del estudio de Huma et al., (2022) que identifico que en la leche bovina la
bacteria con mayor presencia fue

S. aureus, principal responsable de la mastitis. Ademas, en la norma INEN 1529-5 destaca que
se debe escoger placas de dos diluciones consecutivas que presenten entre 15 y 300 UFC

mediante contador de colonias.

Figura 2
Resultados en laboratorio carga microbiana de Staphylococcus aureus




Nota. En la Figura 2A indica el resultado del crecimiento del cultivo de S. aureus en laboratorio
y en la Figura 2B corresponde a las muestras 4, 5y 6. Las muestras 1, 2 y 3 corresponden a otra

bacteria aislada, S. epidermis. Tomado de (Huma, Sharma, Kour, & Lee, 2022).

5.3.Caracterizacion morfolédgica

Para la caracterizacion morfolégica (Tincion Gram) se tomd una muestra representativa y al
azar de 10 cultivos bacterianos con crecimiento de un maximo de 1.5x10® UFC de
Staphylococcus aureus como indican la (Norma Técnica Ecuatoriana [NTE INEN 9:2012],
2012); (NTE INEN 1529-5, 2006).

5.3.1. Tincion Gram

En la Figura 3A se muestra el resultado de la prueba de tincion Gram realizada en el laboratorio,
se observaron bacterias Gram positivas debido a la presencia de la bacteria Staphylococcus
aureus con una coloracion violeta. Por ende, se hallaron cocos Gram positivos con forma
esferica, en la Figura 3B los investigadores Agudelo et. al., (2016).tomaron muestras de leche
bovina de las cuales se aislo S. aureus para la inoculacion en agar nutritivo, la cual crecio
formando colonias pequefias de manera circular con bordes lisos y blanquecinos, asi como una

consistencia cremosa y convexa ademas se observaron una coloracién violeta en ambos casos.



Figura 3
Resultados tomados en microscopio en laboratorio prueba Tincion Gram

A B

Nota. En la Figura 3A se muestra el resultado de la prueba Tincion Gram presentando una
coloracion violeta en forma de cocos de racimos y en la Figura 3B una comparacion de

resultados tomado de (Agudelo et al., 2016).

5.4. Pruebas Bioquimicas

Se tom6 una muestra representativa y al azar de 10 cultivos bacterianos con crecimiento de un
maximo de 1.5x10° UFC de Staphylococcus aureus como indican la (Norma Técnica

Ecuatoriana [NTE INEN 9:2012], 2012) para la realizacion de las pruebas bioquimicas.

5.4.1. Prueba de coagulasa

En la Figura 4A se aprecia el resultado en laboratorio de la prueba coagulasa, un resultado
positivo porque se formd una coagulacion del plasma, en consecuencia, se afirma la presencia
de la bacteria Staphylococcus aureus y en la Figura 4B se hace comparacién de los resultados
de la prueba de coagulasa de (Guazha, 2020), explicando que la prueba de la coagulasa se
utiliza de forma frecuente por la capacidad de la bacteria para generar enzima extracelular que
coagula el plasma, pues, permite distinguir la presencia de Staphylococcus aureus positivo de
los negativos.

Figura 4
Resultado de coagulasa positivo y negativo realizado en laboratorio



Prueba negativa (1)

Prueba positiva (+)

Nota. La Figura 4A se mostré el resultado de la prueba de coagulasa realizada en laboratorio y
4B es una comparacion de (Guazha, 2020).

La prueba coagulasa positiva en sangre de S. aureus se produce debido a la produccién de la
enzima producida por Staphylococcus aureus que tiene la capacidad de coagular el fibrindgeno
presente en el suero sanguineo. Esto significa que cuando se agrega una muestra de
Staphylococcus aureus a una soluciéon que contiene fibrindgeno (sangre), la coagulasa de la
bacteria puede convertir el fibrindgeno en fibrina, lo que da como resultado la formacion de un
coagulo visible en la solucién (Guazha, 2020).

5.4.2. Prueba catalasa
Se tom6 una muestra representativa y al azar de 5 cultivos bacterianos para identificacion de
la prueba de catalasa.

En la Figura 5A se presenta el resultado de la prueba catalasa realizada en el laboratorio se
observo efervescencia al colocar una gota de peroxido de hidrogeno directamente a una colonia,
con esto se identifico y diferencid la presencia de la bacteria Staphylococcus aureus. y en la
Figura 5B se presenta el resultado de la prueba catalasa de Jahan et al., (2015), donde se observa
el contraste entre el grupo control, el grupo positivo y el ejemplo de grupo positivo. Como se
observa, en el estudio de Jahan et al., (2015) se encontré de igual manera en la prueba catalasa



positiva; el peroxido de hidrégeno reacciond en agua y oxigeno, produciendo las burbujas que
se observan en la imagen (14B-PC).
Figura 5

Prueba de catalasa realizada en laboratorio

PC Test (Positive)

Nota. La Figura 5A se mostré el resultado de la prueba de catalasa realizada en laboratorio y 5B

es una comparacion. Tomado de (Jahan et al., 2015).

Segun Castafieda (2021), esta prueba implica el uso de una enzima que descompone el peréxido de
hidrogeno, proporcionando al microorganismo proteccion contra la fagocitosis. En otras palabras,
cuando se obtiene un resultado positivo para catalasa, como es el caso de S. aureus, se indica que el
microorganismo sintetiza catalasa y puede desintoxicar el peréxido de hidrégeno. Esto se evidencia
mediante una reaccion espumante en la colonia, lo que confirma la presencia de Staphylococcus
aureus.

5.4.3. Prueba a, hemolisinas 3

Se realiz6 un cultivo en 10 cajas petri con la bacteria aislada de S. aureus en medio de cultivo
Agar Sangre para posterior identificacion. La Figura 6A presenta los resultados de las pruebas
de hemolisis a y B realizadas en el laboratorio, revelando un resultado positivo para la hemolisis
a, evidenciado por la descomposicion de los globulos rojos circundantes y la decoloracion
verdosa en el medio de cultivo. En cuanto a la hemdlisis B, se detectdé la presencia de
Staphylococcus aureus, ya que se formé una zona de claridad alrededor de las colonias. Este
hallazgo indica la capacidad de la bacteria para lisar los glébulos rojos, revelando un potencial

de virulencia y patogenicidad. Resultados similares fueron obtenidos en un estudio previo



realizado por Jahan et al. (2015), indicando que la hemolisis a se atribuye a proteinas secretadas
por la bacteria, las cuales descomponen los glébulos rojos, liberando hemoglobina y nutrientes.
Por otro lado, la hemdlisis B implica la degradacion controlada de los globulos rojos circundantes,
permitiendo a la bacteria evadir el sistema inmunolégico y provocar infecciones invasivas al
liberar nutrientes esenciales. Estos resultados respaldan la propagacion y supervivencia de
Staphylococcus aureus en el medio.

Figura 6
Resultado de prueba o, hemolisinas f3 realizada en laboratorio

A B

Nota. La Figura 6A se mostré el resultado de la prueba a, hemolisinas B3 realizada en laboratorio y 6B €s
una comparacion. Tomado de (Jahan et al., 2015).

5.5. Caracterizacién molecular de Staphylococcus aureus

En la Tabla 7 se presenta los resultados de la identificacion molecular de aislados bacterianos
en dos muestras de leche de la finca ElI Descanso ubicada en el canton Tulcan y finca La
Escondida ubicada en el cantén Mira mediante la técnica de secuenciacién correspondiente al
marcador 16s. a partir de las lecturas resultantes de la secuenciacion Sanger se obtuvieron las

secuencias ensambladas donde se determino la identidad de los aislados Anexo 23 y Anexo 24.

Tabla 7

Identificacién molecular de asilados bacterianos

% de
- Muestra Calidad Longitud Organismo Fragmento 0 N° Accesion
Cadigo . .
identidad
1Dgen
B652 El 97.6 1404 Staphylococcus 165 99.7 MF678876.1

Descanso devriesei



B653 La 98 1377 Staphylococcus

) 165 99.6 CP040998.1
Escondida aureus '

Nota. Elaborado por laboratorio IDgen

En la muestra de leche con el codigo B652 se identifico la presencia de la bacteria
Staphylococcus devriesei con un porcentaje de identidad de 99,7%. Mientras que en la segunda
muestra se mostro calidad de 98 con longitud de 1377 se mostré la presencia de Staphylococcus
aureus, representando un 99,6% de identidad. A decir de Escobar y Gonzéalez (2022) cuando
no se tiene resultados adecuados en la identificacion de las secuencias y caracteristicas de las

cepas estudiadas se deberia utilizar mecanismos mas especificos como PCR.

5.6. Determinacion de la incidencia econdmica en los productores de leche de la

Provincia del Carchi- Ecuador

Para la determinacion de la incidencia econdémica se considerd la produccidon de leche de las 8
fincas como indica la Tabla 8.

Tabla 8
Utilidad real (incidencia econdémica)

Incidencia econémica de las 8 fincas de investigacion

Descripcion Valor
Utilidad por litro 0,05%
Vacas en ordefio 100% 301
Vacas sanas 70% 206
Vacas con presencia de mastitis 30% 95
Produccidn anual de litros leche de 8 fincas 2.634.000
Produccion lechera de vacas sin presencia de mastitis 1.802.671
Produccion lechera de animales con algun grado de mastitis 831.328
Produccion real de animales con presencia de mastitis 956.028
Pérdida de litros por presencia de mastitis 124.699

Utilidad real recibida 131.700,00 $



Pérdida monetaria por produccion de animales enfermos 6234,96 $

Incidencia econdmica 4,73%

Para la incidencia econémica se considerd el porcentaje de pérdida del 15% durante la

produccidn con presencia de mastitis segun el estudio de (Bonifaz & Colango, 2016).

En la Tabla 8 se presenta el estudio de la incidencia econdmica de las 8 fincas que presentaron
algun grado de mastitis. De las cuales se realizd los costos de produccion como indica el Anexo
2 y Anexo 3 ademas se indagd cuantos litros producen anualmente vacas sanas y con algun
grado de mastitis, calculando asi cual deberia ser la producciéon real de animales sin presencia
de mastitis resultando con un déficit de 124. 699 litros. Con lo que se llega a determinar que
existe una pérdida anual de 4,73%. En cambio, en el trabajo de Trujillo, et al. (2009) la pérdida
se ubico en $ 757.513, donde el 70 al 80% presentan pérdidas por mastitis. Tanto en pérdidas
por mastitis clinica y subclinica, los productores deben esforzarse por mejorar las competencias
de las operaciones durante el proceso de ordefio, esto con la finalidad de tener calidad adecuada

de la leche, reflejando el aspecto econdémico de forma positiva.



CAPITULO VI
CONCLUSIO

NES

e En las fincas analizadas se identificd que hay una presencia en promedio del 32% de
mastitis y un 68% de casos negativos. Con mayor prevalencia de mastitis en animales

del Cantén Tulcan (finca 3), Huaca (finca 8) y Montufar (finca 1).

e Para la caracterizacion microbioldgica y molecular de la bacteria Staphylococcus
aureus se aplicaron cinco pruebas. En la tincion Gram y coagulasa se demostro la
presencia de Staphylococcus aureus al presentar forma en racimos de coco y coloracion
violeta. Ademas, en la prueba catalasa se evidencio la presencia de esta bacteria
mientras que en la prueba a y hemolisinas 3 se detecté descomposicion de los globulos
rojos circundantes, virulencia y patogenicidad. En la identificacion molecular mediante
la técnica de secuenciacion del marcador 16s se evidenci6 una identidad del 99,7% de

la bacteria Staphylococcus devriesei y 99,6% de Staphylococcus aureus.

e Se calculd la incidencia econdémica causada por la presencia de Staphylococcus aureus
en las producciones lecheras por lactancia de 305 dias de la Provincia del Carchi, la
cual arrojo una pérdida monetaria por produccion de animales enfermos de 6234,96%
correspondiendo a una pérdida anual del 4,73% por la presencia de algun grado de

mastitis.



CAPITULO VII

RECOMENDACIONES

Se sugiere tomar en cuenta los resultados de la presencia, caracterizacion microbiologica y

molecular de S. aureus, para el control y prevencion de la mastitis.

Ademas, se recomienda mejorar el proceso de ordefio en las fincas ganaderas e implementar
el manual de BPO, evitando asi agentes infecciosos en la ubre mediante el lavado y
desinfeccion (ubre) con soluciones yodadas, asi como el secado y sellado de los pezones,
lo cual ayuda el control oportuno de problemas infecciosos. Es decir, implementar
estrategia para reducir la presencia de la mastitis a través de programas de control y

prevencion.

Se recomienda el uso de placas de identificacion rapida para bacterias S. aureus con la

finalidad de disminuir el tiempo de identificacion.

Seleccionar una finca con el mayor nimero de casos positivos para hacer un estudio
especifico e investigar por qué existe mayor propagacion de S. aureus con la finalidad de
implementar un protocolo para evitar la propagacion y determinar la incidencia econémica

exacta de esta finca.
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ANEXOS

Anexo 1

Entrevista a médico veterinario

Entrevista a Médicos Veterinarios Zootecnistas
1. ¢Puede proporcionar informacion sobre la poblacién con la que trabaja en cada cantdn en el
Carchi?

2. ¢Cuantos hatos ganaderos se encuentran en el cantdn que usted conoce [nombre del cantén] de la

provincia del Carchi?
3. ¢Cudl es el tamafio promedio de los hatos en este cantn?

4. (Cudl es la prevalencia actual de mastitis en los hatos de la provincia del Carchi segun los datos

proporcionados?



Anexo 2

Ejemplo de costos de produccion de un hato

DESCRIPCION [ONTDAD [BReEBio [FANTIDATCES AP |uepre‘5|atr6n'|t0'sm‘s‘ma—[ccsm‘lvre‘s‘[mn'o—|
ADMINTSTRATIVA
[Gerente $600,00] T $600,00 $7.200,00]
[COST0 e transporte $U,UT Z500] $25,00
[Costo pupnciaad $U,0T Z500] $75,00 $50,00| $1.500,00/  $18.000,00:
PROUFESTONAL
M [Chequeos Hora T80 IJ. T80 mul mul ubul
A OPERATIVA
N vaqueros Jornar $450,00 3[T350
O ITermerero Jormar $450,00] T[450
[OTaenadoras Jormar $225,00 3675
D rracorst Jornar $470,00] T[470 2945 2945 35340
[ZATITIacTon a Ia Seguridad socrar Hora $328.35] T2[3940,32
[BeneTicIos Socrales (Gecimo tercero, cuarto).  [Hora $490,23] T[290,23
g [BeneTicios sociales (decimo cuarto). $2.945,00] T[2945
R [FONdos de Teserva Hora $245,31 T[245,3T
A |Vacaciones Taporales femuneradas Hora $L.472,50 5[7362,5 14983,36
Almentacion del ganado
[Pastizal KRG $166.940,00 $166.940,00]
[Mnerales KRG $18,00 300 $5.400,00
[VeTaza Lo $500,00] T $500,00 $14.540,00 $174.480,00)
[Balanceado KRG $24,00 30 $8.640,00
| [Vitaminas CC
[Desparasitacion TC
AntIbioticos CC
| AmtnTamatorios cC $1.800,00 $60,00 $1.800,00{ $21.600,00
[Vacunas (perfil reproductivo) CCT
[Vacumas Agrocanidad TC
[Anarisis de laboratorio (perfil reproductivo)
esinfectantes
[Detergente Alcalino Citro $190,00]
[Detergente ACIO Lo $195,00]
ISanitizante clorado Tito ST50,00 $655,00 $3.930,00
[Sellador de ubres (yodo) Citro $120,00]
EqUIPO O€ OFaeno
[ETectrico
E [Gasonna
Q Pezoneras (cuantas ar ano) $42,00 8 $336,00 $1.216,00
v Mangueras $18,00 35 $630,00
L [Vantenimiento $250,00
o [Depresiacion equipo de ordeno $8.000,00 T $8.000,00] 7
Bomba de vacio
p |CUbricantes T50 3 750)] T25 375 750
E [Depresiacion bomba de vacio 6000 T 6000|600 120
Tanque de enfriamiento
[Mantenimiento $0,00 0 $650,00] $650,00
S [TUZ $U,00 U $230,00
E [Aoua $0,00 0 180,00
R [Gas 30,00 y T50,00 $482,00
V/ [TRternet $0,00 0 $22,00
| Hewemono $0,00 0]
[ |Depresiacion tanque de enfriamiento $12.000,00 T $12.UOU,UU|'$1.£UU,UU $240,00
R Reproduccion
£ [NUMero de Inseminaciones por prenez 5 T37] s
p [Cuantos Terneros naces en el ano 230 5 3450
R [Cuantas terneras nacen en el ano 0] 0] 0]
O [Venta de vacas de descarte 200 3] T200
D Ituantos oas abrertos tiene 0 53 785




Anexo 3

Resumen costo de alimentacion en pastizales

STUDE PRODON

TON DECTAST

DESTRTFCTOT oNTORT [ONFFARTO TR [FETAY [epreSTTT— oo T [ oSt AT |
b [Fr rrorer
R [ResUm TToTaS dispone de la maquinaria y el propietario realiza el trabajo
E [0 QU (@rauoy o T SoUTo SToUm
P o T Ta (rastray TToTa Ry T Ry ST IT
A It U (raCToTy TroTaS SooUUT oY 1 SoUUT oY SooouTY STTOUT
R
A Saco |
f Semilla kg por ha gramineas y | §2500 | 1| §250,0 }—{ §2500 §16.000,0 §16.000.0
o FERTTCIZACTON
N [T Sawo S350 9 >ZIo0
VTGOt DT e U (STETToTa, TETTTZaCToTT, COMroTy) JoTTTT ST = SoUm
D [VTETOUE DT TR TSTeTToTay o > = >Tom $286,00 $18.304,00 $18.304,00
E [oem U STemorary >Z00o 1 SZooT SZ00 Eane
L TSTEVIA UE RTEGO
ToTT Sy 57
T eSS TETTEge o 57
E [camomesweTege o o7
R CETTE" Garorr LT Y SZIUO
R T Garorr DU
ﬁ EreCTTOTTE AT 30,
A m o7 0,0 §107.520.0
Tep SO S5000Y 1 ST SO
E CATUTES TETTEgT SZoom 7 ST ST >z50
Tep e So00T0Y 1 S ST
FerTTZaTES pare o
ATTaS Sawo S350 g >TAvT
s SawT S350 = >TAvT
CoTSUM e Ay m SUT i i §3200 §20.4800 §20.4800
o w07 STZ00 Frzom FTZT SSUTZO
Tep THOTo-guraTar SoUTT 1 SoUTo Soum STz
ToTAT STOOTAT
Anexo 4
Costos de produccion anual
CASO 1 CASO 2 | CASO 3
COSTO DE PRODUCCION )
DETERMINACION DE COSTOS
ALIMENTACION - PASTIZALES 76649 14840749 83641] 96931] $180.300,00] $320.421,00]
CUIDADOS Y SEGUIMIENTOS 48358,46 1410] $94.321,00
MANO DE OBRA 23400 11880 $45.800,00
COSTOS INDIRECTOS 4019,3
Gastos de servicios basicos 1335 2940 4219,94 $5.800,00 $9.445,00
Gastos de equipos de ordefio 2684,3] 1279,94] $3.645,00]
TOTAL COSTO DE PRODUCCION 1524726,76] 101150,94] $329.866,00]
GASTOS OPERACIONALES 95280,855 18036 $40.183,00]
GASTOS ADMINISTRATIVOS 1680,855) 5400 $22.183,00
GASTOS DE VENTAS 93600] 126306 $18.000,00
COSTO TOTAL 247707,62] 119186,94] $370.049,00




Anexo 5

Determinacion de costos unitarios

o O T TTSTOS T TR
TRST TRST TAST TRST TRSUT TASUT TRsT SE
=TT TI oo Tz e OO [——ZI9 00— [——ZuFEu TIOT
U AT USo TS TS > =S
CUSTUTUTAT UNTTARTOBTCT U o =T o o s U U
PRECTO DE VENTA TS
UTICIDAD POR TITRO T05

Anexo 6

Actividades de ordefio, pre-sellado de la ubre

Anexo 7

Limpieza de la ubre papel desechable




Anexo 8

Despunte de la ubre

Anexo 9

Toma de 10ml de muestra de leche para analizar en laboratorio




Anexo 10
Rotulacion de las respectivas muestras
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Anexo 11
Muestras de leche cruda de los diferentes predios de la Provincia del Carchi




Anexo 12
Prueba de CMT
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Anexo 13
Toma de muestra de leche cruda en paleta para California Mastitis Test




Anexo 14
Reactivo y resultados prueba CMT




Anexo 15
Preparacion de medio de cultivo Agar Sangre en laboratorio

Anexo 16
Disolucién de agar como indican las especificaciones con Sangre del 10% total



Anexo 17
Preparacion de cultivo Manitol Salado

Anexo 18



Disolucion de Agar Base Manitol Salado en agua destilada

Anexo 19

Procedimiento de siembra de muestras en laboratorio con disolucién de Agar Manitol Salado

en cajas Petri



Anexo 20

Adicién de 1ml de muestra de leche




Anexo 21

Frotis con asa

Anexo 22

Incubacién de cultivos en estufa durante 48h




Caracterizacion molecular de Staphylococcus aureus

Anexo 23

Secuencia cruda B652

10 20 30 4(
GT GCECATT GGC GAC AGCCTA TACAT GC AGTCGAGC G A CAG

2 R0 [

Fragmento 16s — 27F

10 20 30 40
CT CAGAATGTTGAAA CAC TAT TACCA CG GC TAG CTCCGAAAT GG

Fragmento 16s — 1492R

Anexo 24
Secuencia cruda B653

10 20 30
C GGCTT G CGAAC AG C TA TACATGC AGTCGAGCGACGG

00O

Fragmento 16s — 27F




10 20 30
GGCGT T TTG A TCT T TCATAG TCTCTCTTTCCA CG GC

AN A ORI

Fragmento 16s — 1492R

Anexo 25
Secuencia ensamblada 21 _B652

AATGGTTACTCCACCGGCTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGACC
CGGGAACGTATTCAC
CGTAGCATGCTGATCTACGATTACTAGCGATTCCAGCTTCATGTAGTCGAGTTGCAGACTACAATCCG
AACTGAGAACAACTT
TATGGGATTTGCTTGACCTCGCGGTTTCGCTGCCCTTTGTATTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCA
AATCATAAGGGGCA
TGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCAACTTAGAGTGCCCAACTG
AATGCTGGCAACTAA
GTTTAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATG
CACCACCTGTCACTTT
GTCCCCCGAAGGGGAAAACTCTATCTCTAGAGCGGTCAAAGGATGTCAAGATTTGGTAAGGTTCTTC
GCGTTGCTTCGAATT
AAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTAC
TCCCCAGGCGGAGTG
CTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGC
GTGGACTACCAGGGT
ATCTAATCCTGTTTGATCCCCACGCTTTCGCACATCAGCGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCG
CCACTGGTGTTCCTCC
ATATCTCTGCGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTTCCAGTT
TCCAATGACCCTCCAC
GGTTGAGCCGTGGGATTTCACATCAGACTTAAAAAACCGCCTACGCGCGCTTTACGCCCAATAATTC
CGGATAACGCTTGCC
ACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGATTAGGTACCGTCAAGACG
TGCATAGTTACTTAC
ACGTATGTTCTTCCCTAATAACAGAGTTTTACGATCCGAAGACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTC
CGTCAGGCTTTCGCCC
ATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCCG




ATCACCCTCTCAGG
TCGGCTACGTATCGTTGCCTTGGTAAGCCGTTACCTTACCAACTAGCTAATACGGCGCGGGTCCATCT
ATAAGTGATAGCAAA
ACCATCTTTCACTATCGAACCATGCGGTTCGAAATATTATCCGGTATTAGCTCCGGTTTCCCGAAGTT
ATCCCAGTCTTATAGG

TAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACGTCAAAGGAGCAAGCTCCTCATCTGTCGCT
CGACTGCA

Anexo 26
Secuencia ensamblada 21 _B653



TGCAGTCGAGCGACGGACGAGAAGCTTGCTTCTCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGT

GGATAACCTACCTAT
AAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAATATTTTGAACCGCATGGTTCAAA
AGTGAAAGACGGTCTT
GCTGTCACTTATAGATGGATCCGCGCTGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCAAC
GATGCATAGCCGACC
TGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCATACGGGAGGCAGCAGTAGG
GAATCTTCCGCAAT
GGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATCGTAAAACTCTGTTA
TTAGGGAAGAACATA
TGTGTAAGTAACTGTGCACATCTTGACGGTACCTAATCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCA
GCCGCGGTAATACGT
AGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGT
GAAAGCCCACGGCT
CAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTG
TAGCGGTGAAATGC
GCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGATGTGCG
AAAGCGTGGGGATC
AAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCG
CCCCTTAGTGCTGCA
GCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGG
GGACCCGCACAAGC
GGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAAATCTTGACATCCTTTGACAA
CTCTAGAGATAGAGC
TTTCCCCTTCGGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTN
GGGTTAAGTCCCGC

AACGAGCGCAACCCTTAAGCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGTTGACTGCCGGTGAC
AAACCGGAGGAAGGT
GGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAATACA
AAGGGCAGCGAAACC
GCGAGGTCAAGCAAATCCCATAAAGTTGTTCTCAGTTCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTACATGA
AGCTGGAATCGCTAG
TAATCGTAGATCAGCATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCAC
GAGAGTTTGT




