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RESUMEN

El trabajo se realiz6 en 15 fincas productores de leche manejadas con un sistema doble
propdsito ubicadas en las comunidades de Villanueva, Santa Cruz, Las Flores, La Unién y
San Antonio en la zona de Capapan, Catacamas, Olancho. EI objetivo fue diagnosticar el
grado o nivel de mastitis subclinica a través de la prueba de CMT, determinando los
agentes causales, su resistencia y sensibilidad a antibidticos. Los resultados obtenidos
revelan que el 100% de las fincas y el 8.47% de los cuartos examinados resultaron
positivos. Los patdgenos identificados fueron Staphylococcus aureus (33.3%),
Enterobacter agglomerans (33.3%), Citrobacter diversus (20%), Citrobacter freundii
(6.67%), Escherichia coli (6.67%). Los microorganismos que mas mostraron resistencia
fueron del grupo de las coliformes hacia los antibidticos de Ceftazidime, tetraciclina,
Trimetropin/Sulfa y Cefeperazone. Los factores que inciden en la resistencia de los
patdgenos a los antibidticos es que en el 100% de las fincas los animales tienen acceso a
aguas estancadas, 73.3% no ordefian por ultimo las vacas con mastitis, el 60% de las fincas
no poseen instalaciones para ordefio y el 46.7% de los productores no respetan la indicacion

farmacoldgica en lo relacionado a la frecuencia del farmaco.

Palabras claves: Mastitis, California Mastitis Test, Antibiograma, Capapan.



1. INTRODUCCION

En Honduras, se han realizado estudios sobre diagnosticos en la incidencia de mastitis en
fincas productoras de leche en la zona norte y oriente del pais, por parte de estudiantes de la
Universidad Nacional de Agricultura. Segun datos obtenidos revelan que, el 100% de las
fincas presentan problemas de mastitis subclinica; donde las principales bacterias que se
identifican como causantes de la enfermedad son Staphylococcus aureus, el mayor agente
causal del problema seguido de Escherichia coli. Aungue, en los dos ultimos estudios

realizados, se identificaron bacterias de fuentes fecales causando mastitis subclinica.

Los factores que mas inciden en la presencia de mastitis se deben a malas practicas de
manejo durante el ordefio y un mal uso y manejo inadecuado de antibioticos al no cumplir
los tratamientos en tiempos destinados y dosis incompleta que son recomendados por
instrucciones de los mismos mediante los cuales las bacterias crean mecanismos que

resisten a antibiéticos e inhiben la accidn de estos al momento de erradicarlas.

A pesar de los diversos estudios demostrando la presencia de la enfermedad no se han
determinado hasta el momento factores inherentes al sobre abuso en el uso de antibioticos
en el tratamiento de la misma, por esta razon el presente estudio en la zona de Capapan,
Olancho, pretendi6 encontrar las factores que inciden en la resistencia de las bacterias a los
antibidticos mas comunes para de esta forma ayudar a minimizar los costos excesivos en el

gasto por medicamentos y a las perdidas en la produccion de leche.



1. OBJETIVOS

2.1. General

Realizar diagndstico de mastitis subclinica mediante la prueba de California Mastitis Test,
aislamiento y antibiograma como herramienta para implementar una estrategia de control
que permitan disminuir la induccion de resistencia bacteriana a antibioticos en las fincas

lecheras de la zona de Capapan, municipio de Catacamas

2.2. Especificos

Determinar el porcentaje de mastitis subclinica por fincas y por cuartos mediante la prueba
de California Mastitis Test (CMT).

Identificar los agentes causales de mastitis de los cuartos positivos al CMT mediante el

cultivo bacterioldgico de muestras de leche.

Comprobar la sensibilidad de los microorganismos a antibidticos mediante la prueba de

antibiograma.

Relacionar los principales factores en la administracion y manejo de antibidticos que

inducen a la resistencia bacteriana.

Xi



1. REVISION DE LITERATURA

3.1. Mastitis subclinica

La mastitis es una infeccion de la glandula mamaria que causa grandes pérdidas en la
produccion y si no se trata, destruye la glandula mamaria. (Vélez et al, 2006). La mastitis
subclinica se manifiesta cuando no hay signos visibles en la glandula mamaria, pero si una
disminucion en la produccion de leche e incremento en el nimero de células somaéticas. En
la cual se da una infeccidn latente, es decir, oculta que no presenta ninguna reaccion visible
aparente del organismo durante un tiempo mas o menos prolongado (Quinonez Rojas,
2009).

Las causas que provoca la mastitis subclinica se debe al manejo deficiente, higiene
inadecuada y traumas relacionados con los procedimientos ligados al ordefio; asi como la
presencia de los microorganismos patdgenos que pueden alcanzar el sistema mamario. En
consecuencia, se reduce la produccién de leche, alteracion de los componentes quimicos
que determinan el valor biol6gico y nutricional de la leche (grasa, lactosa, proteina). Los
efectos negativos de la mastitis subclinica tienen repercusiones a corto, mediano y largo
plazo (Arauz, 2011).

Las pérdidas econdmicas ocasionadas por la mastitis subclinica han sido indicadas desde un
10% de las perdidas en base a la reduccion de la capacidad de produccién, aunque, puede
Ilegar hasta un 70 y 80 % (Arauz, 2011). Considerando que, la mastitis subclinica al no ser
tratada esta aumentara la infeccion, volviéndose cronico, lo que provocaria finalmente una

mastitis clinica. Conforme pasa el tiempo, también produce pérdidas considerables como el



descarte de leche, compra de medicamentos, lesiones en el sistema mamario y descarte de

animales por mastitis cronica.

El problema de la mastitis se considerada una enfermedad altamente prevaleciente en el
ganado lechero y una de las mas importantes que afecta mundialmente la industria lechera
(Ferndndez et al... (2012). Se indica asimismo, en trabajos realizados en Honduras por
Rodriguez (2000), Henriquez (2006), Paz (2007), Soto (2011) y Moncada (2012); que en el

100% de las fincas, sometidas a los estudios, presentan mastitis subclinica.

En cuanto a los métodos que mas se ha utilizado para diagnosticar la mastitis subclinica en
las fincas ha sido el California Mastitis Test (CMT). La cual consiste en agregar en una
paleta, especial para realizar la prueba, 2 ml de leche de cada glandula y se anexan a cada
uno de los compartimientos la misma cantidad del reactivo. Al mismo tiempo, se va
haciendo un movimiento rotatorio suave para mezclar la leche y el reactivo, la lectura de la
reaccion se hace alrededor de los 7 segundos, momento en que alcanza el pico la reaccion

visiblemente (Quinonez Rojas, 2009).

La prueba de CMT identifica la presencia de &cido desoxirribonucleico de las células
somaticas de los vasos localizados en el area afectada. Los leucocitos escapan el ADN al
agregar un detergente (alquil-aril-sulfonato), a la leche, siendo generalmente ésta una
respuesta celular proporcional a la severidad de la infeccidn; la cual sucede por la
disminucion de la tension superficial sucediendo un estallido de los leucocitos y su
contenido provocando una gel. Los resultados se clasifican en negativo, trazas, grado 1,
grado 2, grado 3 y grado 4 (ver anexo 2), relacionado este Gltimos con casos clinicos
(Cepero et al.. 2005).



3.2. Principales agentes causales de mastitis subclinica

Se han identificado aproximadamente 140 especies causantes de mastitis, dividiéndose en
patdégenos contagiosos y ambientales; dentro de los primeros se menciona los mas
principales como ser Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus y Mycoplasma;
siendo su principal via de entrada es el canal del pezon. Mientras que, l0os géneros mas
frecuentes de patdgenos ambientales cuyo reservorio es el ambiente donde permanecen los
animales y no las glandulas mamarias infectadas son Streptococcus ambientales y en menor

medida los coliformes (Fernandez et al... (2012).

La bacteria Staphylococcus aureus es una Gram positivo, cocos esféricos en forma irregular
como racimos de uvas. Se les puede encontrar formando parte de la microbiota normal de
la piel y las mucosas de los mamiferos. Sus infecciones tienen origen enddgeno (heridas,
infecciones urinarias, piodermias) otras se trasmiten por contacto directo o por fomites
(ropas, utensilios, pezoneras contaminadas) (Gentilini, 2007). Los Staphylococcus son
microorganismos oportunistas que se encuentran en el medio ambiente de la vaca, siendo

las ubres y pezones afectados su depdsito principal (Acufia y Rivadeneira 2008).

Los Staphylococcus no progresan en la piel de los pezones sanos, su invasion la hacen de
forma rapida formando colonias en los canales de los pezones, especialmente si existe
lesion cerca, facilitando su penetracién al interior de la ubre y la invasién de los tejidos de
la misma. Una vez que estan dentro de la ubre estas bacterias producen ciertas sustancias,
una de ellas es la hemolisina, que provocan una accion nociva sobre las membranas
celulares que llevan a la muerte y la lisis de las bacterias. Otra de las sustancias es la
Hialuronidasa (hidroliza el &cido hialurénico) que facilita la diseminacién de la infeccion
(Gentilini, 2007).



El manejo adecuado de la finca se utilizara como tratamiento preventivo contra mastitis
manteniendo el equipo de ordefio funcionando correctamente, desinfeccion de pezones
después de cada ordefio; tratamiento de todos los cuartos mamarios, con mastitis subclinica,
de vacas al secado para evitar que se convierta en una mastitis cronica o si no responde al
tratamiento se tendrd que descartar el animal infectado; ordefio de las vacas enfermas al
final. Realizando y cumpliendo estas practicas se previene la enfermedad, recordemos que
los patdgenos contagiosos tienen su héabitat en la glandula mamaria y se transmiten de ubre

a ubre principalmente.

La Escherichia coli es una bacteria del grupo de los bacilos Gran negativos, distribuida en
todo el planeta, prevalece méas en zonas humedas y célidas; también en el intestino como
sapréfito. El suelo y el agua son las fuentes de infeccién, contaminadas por las eyecciones
de los animales diarreicos llegando asi a la ubre. Luego de adherirse a la epidermis de la
mama, comienza la colonizacion de los conductos desencadenandose inflamacion de la
glandula mamaria. Aparte del prejuicio en la produccion lactica, estos animales pueden

seguir con fiebre, leucocitosis, hipoglucemia y muerte (Soto Ayala, 2011).

Los antibidticos que muestran ser efectivos en el tratamiento de E. coli incluye la
gentamicina, cloranfenicol y combinacion de Trimetropin/Sulfa (Parma, 2007). El
tratamiento ideal para la prevencion, seria tener un ambiente libre de hospederos y
mantener los materiales y equipo de ordefio inocuos. Se dice que infecciones de mastitis
sobreaguda causada por Escherichia coli pude matar a una vaca en 3 dias ya que produce

toxemia (toxinas en la sangre) (Acufia y Rivadeneira, 2008),

El patdégeno Enterobacter agglomerans, actualmente denominada Pantoea agglomerans, es
una bacteria Gran negativa que se encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza y se
ha aislado de numerosos nichos ecoldgicos, incluyendo las plantas, el agua, el suelo, los

seres humanos y los animales. Siendo esta enterobacteria oportunista se puede evitar

4



manteniendo el lugar de ordefio lo méas limpio posible para que nuestro hato no se infeste
(Delétoile et al.. 2009).

En cuanto al tratamiento, los antimicrobianos de mayor actividad para las Enterobacter son
la amikacina, las penicilinas de méas reciente aparicion y algunas cefalosporinas. Aunque la

ultima palabra, para los tratamientos, la tienen las prueba de sensibilidad (Tunes, 2007).

Citrobacter diversus es una bacteria tipo bacilos Gran negativos, estan ampliamente
distribuidas en plantas, suelo, agua y en el intestino del hombre y los animales; siendo
excretadas al medio exterior donde sobreviven y proliferan. De la presencia de
enterobacter depende de la calidad sanitaria del agua. Citrobacter diversus es oportunista
se puede evitar manteniendo el lugar de ordefio lo mas limpio posible para que nuestro hato

no se infeste (Tobia y Pantozzi, 2007).

Citrobacter freundii es una bacteria Gran negativa encontrada cominmente en el agua,
agua residuales, el suelo y alimentos; también son parte de la flora microbiana normal de

una serie de animales, por lo general se encuentra en lugares himedos (Calle et al.. 2012).

Las bacterias como Citrobacter freundii, Citrobacter diversus y Enterobacter agglomerans
son oportunistas, es decir, que infestan a los animales que estan susceptibles o enfermas;
aprovechando que el sistema de defensa este débil para que ocurra una infestacion. Las
bacterias del grupo de las coliformes, una vez dentro se multiplican rapidamente o
permanecen activas, a medida el sistema inmune las destruye ellas liberan endotoxinas
causando fiebre alta, menos apetito, perdida répida de peso, leche anormal y menor
produccion (Calle et al... 2012).



La aplicacion de las buenas practicas de ordefio permite la prevencion de mastitis en un
hato lechero. Ademas, con el objeto de que las vacas no se contagien se debe de mantener
limpio el ambiente que rodea a los animales como la higiene de los materiales y equipo
(Alvarado, 2002)

3.3. Resistencia bacteriana a antibidticos

La resistencia a los antibidticos es la capacidad de las bacterias de resistir los efectos de un
antibidtico, las cuales sufren ciertas transformaciones que reducen o eliminan la eficacia de
los medicamentos, las sustancias quimicas u otros agentes producidos para curar 0 prevenir
las infecciones. Algunas bacterias desarrollan la capacidad de neutralizar el antibidtico
antes de que pueda dafiarlas; otras pueden sacar el antibidtico de sus células rapidamente y
otras pueden cambiar el sitio que ataca el antibidtico para que no afecte la funcion de las
bacterias (CDC , 2012).

Las bacterias desarrollan resistencia a los antimicrobianos de forma intrinseca (pertenece a
la bacteria) o adquirida. La adquirida ocurre cuando una bacteria sensible desarrolla
resistencia ya sea por mutacion o por adquisicion de nuevo ADN (Betancourt et al.. 2003).
Algunas de ellas han aprendido a resistir los efectos de los antibidticos, por lo que este ha
perdido eficacia debido al uso de dosis demasiado bajas o durante poco tiempo dandole

lugar a la bacteria desarrollar resistencia (Roldan et al... 2006)

En cuanto, a los mecanismos de resistencia que desarrollan las bacterias es por medio de la
alteracion de la diana, considerando la diana como el lugar especifico del microorganismo
con el que interactta el antibiotico. Este mecanismos es conocido como bombas de
exporte, las bacterias expulsan al exterior bacteriano una gran variedad de moléculas para
eliminar compuestos nocivos, como los antibidticos, esta expulsion no es especifica; es

decir, que permite eliminar una gran variedad de compuestos (SINC, 2013).



Otro forma en que presentan resistencia es a través de la impermeabilidad que muestran las
bacterias en la membrana externa, con la pérdida o modificacion de las porinas (canales de
la membrana externa que permiten el paso de sustancias) evitando la incorporacion entre el

antibiotico y el sitio diana (Guerri Santos, 2002).

La inactivacion de antibiotico, es otro manera en que las bacterias presentan resistencia,
surgiendo al momento en que las bacterias liberan ciertas enzimas ya sea a nivel
extracelular (como en el caso de Staphylococcus en la produccion de g — lactamasas) o en
el espacio periplasmatico, como sucede en los bacilos Gram negativos (Gentilini, 2007).

En algunas ocasiones, se manifiestan factores que influyen en el aparecimiento de los
mecanismos de resistencia, por parte de las bacterias. Sefialando los factores del animal
que intervienen en el desarrollo de resistencia, podemos decir, que una de ellas es la presion
selectiva ejercida al prescribir formal o libremente medicamentos para uso terapéutico en
los animales. Sin antes saber procesos de administracion, absorcién, distribucion,
transformacion y excrecion (algunas veces no se pueden eliminar por una mala funcién
renal y hepatica) del antibidtico, al conjunto de estos procesos se le llama farmacocinética.
(Vélez et al... 2006)

Los factores relacionados al microorganismo que crean resistencia tenemos la invasividad
(capacidad de ciertas bacterias para establecerse, reproducirse y diseminarse en los tejidos
del hospedero), toxigenicidad (capacidad de ciertas bacterias para producir toxinas).
También se involucra la virulencia que es el grado de patogenicidad (habilidad de producir

enfermedad en el huésped). Se adjunta la cantidad de bacterias presentes (Chuc, 2010).



En lo que respecta a los factores por parte del antibidtico se sefiala la automedicacion, dosis
inadecuada, tratamiento incompleto, intervalo entre dosis. Muchas veces sucede que se
hace uso de antibidticos cuando no son necesarios que estd estrechamente vinculado con
diagnosticos incorrectos o la dosis queda librada al criterio de la persona a cargo del
tratamiento, que en muchos casos no esta capacitada para tomar ese tipo de decisiones.
(Errecalde, 2004)

De acuerdo con Pelédez (2013), a resistencia bacteriana a antibioticos aumenta cada afio y su
resistencia a los antibidticos es cada vez mas potente a causa del abuso y mala utilizacion
de los medicamentos al actuar por nuestra cuenta y no acudir al médico siguiendo al pie de
la letra tanto sus indicaciones como las recomendaciones que existen en el propio
medicamento. En muchas ocasiones, se abandona el tratamiento al m&s minimo sintoma de

mejoria dejando asi a muchas bacterias con vida y listas para adaptarse al nuevo antibidtico.



IV. METODOLOGIA

4.1. Descripcion del lugar de la investigacion

El estudio se realizo en 15 Fincas productoras de leche ubicadas en la zona de Capapan,
aproximadamente noroeste de Catacamas, del hato ganadero en el municipio de Catacamas,
Olancho (ver anexo 1); a unos 450 metros sobre el nivel del mar. Con una precipitacion
anual de 1200mm, una humedad relativa anual del 74% y una temperatura media anual de
25°C.

4.2. Recurso Humano

En este trabajo participaron personal técnico docente del Departamento de Produccion
Animal de la Universidad Nacional de Agricultura. Asi mismo, la participacién de 15
productores de la zona de Capapan y la Dra. Propietaria de laboratorios clinicos Catacamas.

También, se contd con la ayuda de productores y familiares.

4.3. Materiales y equipo

Se utilizé una motocicleta, una raqueta de cuatro compartimientos, reactivo CMT, tablero,

lapiz, hoja de registro, botes de vidrio estériles, masking tape, bolsa plastica, entre otros.



En el laboratorio se utilizaron un refrigerador, placas Petri, parafin, tijera, medios de
cultivos, asa bacterioldgica, mechero bunsen, cdmara de incubacion, discos de sensibilidad

(gentamicina, amikacina, fosforillo entre otros), hoja de resultados y lapiz.

4.4. Manejo de la investigacion

El trabajo de campo de esta investigacion se inicié con una visita a cada uno de los
productores, con el objetivo de pedirles su colaboracion y al mismo tiempo programar una
reunion, para explicarles la importancia del manejo adecuado en el uso de antibioticos
administrados en el tratado de mastitis, la metodologia del estudio, seguido de, la

realizacién de un calendario de visitas.

La toma de muestras consistio en realizar la prueba de CMT a aquellas vacas que se
encontraban en produccion en el momento de visita, no se muestrearon las vacas que tenian
15 dias de paridas y las vacas inyectadas por algin antibidticos, dejando dos meses de

habérseles aplicado el ultimo tratamiento.

Se procedid a identificar la vaca a muestrear por nombre, codigo u otros; después de
asegurar la vaca (maneado) a muestrear, se descartd los dos a tres primeros chorros por
cuarto y se colecta un aproximado de 20 ml en los compartimientos respectivos de la
raqueta para CMT. Inclinar la paleta con un angulo aproximado de 45° para aplicar la
misma cantidad de reactivo como de leche que quedo después de la nivelacion, haciendo
movimientos giratorios lentos, esperar un aproximado de 7 — 10 segundos para la lectura de
los resultados, para cada uno de los compartimientos, se efectué observando el fondo de la

placa.
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En las fincas donde se encontraron vacas con cuartos de grado 2 y 3, se colectaron las
muestras en un mismo bote, juntando una sola muestra representativa por finca. Las
muestras fueron trasladadas el mismo dia al laboratorio, tratadas a temperatura ambiente
hasta su analisis. Se examinaron 897 cuartos examinados 76 (8.47%) de ellos resultaron

positivos a la prueba.

En el laboratorio el microbidlogo realizo el aislamiento e incubacion de las muestras se
hizo en medio de cultivo respectivo obteniéndose crecimiento bacteriano o no, una vez
obtenido el cultivo bacteriologico se procedié a realizar el antibiograma colocando los
discos de sensibilidad impregnados con antibidticos en un periodo aproximado de 4 dias
demostrando sensibilidad o no (ver anexo 5). Finalmente se hizo una visita a cada
productor para aplicar la encuesta y asi determinar los factores que inciden en la resistencia
bacteriana.

4.5. Variables Evaluadas

Presencia de mastitis subclinica

Este valor se expresara por cuartos y por fincas. Representando la porcién de cuartos o

fincas positivas dividiéndose entre el total examinado, utilizando las siguientes formulas:

Mastitis subclinica por cuartos

Cuartos positivos al CMT
MSC (%) = - * 100
Total de cuartos examinados

Mastitis subclinica por finca

MSF (% Numero de fincas positivas al CMT 100
= k
(%) Total de fincas evaluadas con CMT
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Identificacion de agentes etioldgicos de la mastitis subclinica

Este valor se expresa en téerminos de porcentaje el agente etiolégico encontrado, dividiendo
entre el niumero de fincas positivas a dicho patdgeno entre el total de finca muestreadas por

cien.

Fincas positivas al agente

A (%) = %100

Fincas muestreadas

Sensibilidad de agentes etiologicos por los antibidticos evaluados

La sensibilidad de los agentes causales es expresada en porcentaje la sensibilidad

encontrada de cada antibiotico, dividiendo entre el total de finca muestreadas por cien.

Ag SA (%) numero de fincas sensibiles al antibiotico 100
= *
7 ’ Fincas muestreadas

Donde:

Ag SA = Agente etioldgico sensible a antibidtico
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Resistencia de agentes etioldgicos por los antibioticos en fincas evaluadas

La resistencia de los agentes causales se expresara en porcentaje, de la siguiente manera, la
resistencia encontrada de cada antibidtico, dividiendo entre el total de finca muestreadas
por cien.

nimero de fincas resistentes al antibiotico

ARA (%) = 100
(%) Fincas muestreadas *

Donde:

Ag RA =Agente etioldgico resistente a antibiotico.

Factores que inciden en la resistencia bacteriana

Los factores fueron obtenidos por la aplicacion de una encuesta a cada uno de los
propietario de las finca, luego ser evaluada con el programa estadistico Statistical Package
for the Social Sciences (SPSS) para diagnosticar el tipo de manejo de la finca, uso de
antibidticos y, finalmente, los factores que inciden en la resistencia bacteriana (ver anexo
10).
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Presencia de mastitis subclinica

El resultado de mastitis subclinica por finca es de 100%, donde se evaluaron 227 vacas de
las cuales 21.15% (48) resultaron positivas a la prueba de CMT. Con referencia a datos de
estudios en afios anteriores, se refleja un porcentaje similar, debiéndose a factores

ambientales; determinada por los agentes de comportamiento ambiental en un 66.7%.

En lo referente a los factores ambientales, durante el ordefio, las vacas se llevan al corral
para ser ordefiadas y luego se regresan al potrero no permaneciendo por mucho tiempo en
el lugar de ordefio. En relacion al ambiente durante el manejo en las fincas, los animales
tienen acceso a lugares con aguas estancadas predisponiéndose a los microorganismos

ambientales.

El porcentaje de cuartos positivos a mastitis subclinica fue de 8.47, lo cual es mayor al
encontrados en estudios realizados en afios anteriores por Rodriguez (2000) del 6.7; sin
embargo, estos datos son menores a los datos reportados por Henriquez (2006) de un 22.07,
Paz (2007) con el 29.45, Soto (2011) con 23.92 y el 22.03 encontrado por Moncada (2012).

La incidencia mastitis por cuarto, esta relacionada con la raza de las vacas. En el 100% de
las fincas las razas son de doble propésito (en su mayoria Brahman) o hibridos (brahman X
holstein) que no son muy productoras de leche. Siendo las razas lecheras mas susceptibles

por la cantidad en la produccion de leche, para que se dé mastitis lo principal es la leche.
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La presencia de mastitis subclinica, segun la posicién del cuarto en la vaca, se encontrd una
mayor incidencia en los cuartos anteriores (57.9%) que en los posteriores (42.1%); aunque
deberia suceder a la inversa pues los cuartos posteriores, fisiolégicamente, tienen una
mayor produccion de leche como consecuencia siendo los mas susceptibles. La razon,
eventualmente, se debe a la costumbre de los ordefiadores que toman el criterio de dejar
uno o los dos cuarto anteriores al ternero después de la ordefia, no haciendo rotacién de

estos siendo lo recomendable (Proyecto MASAL).

5.2. Identificacion de agentes etiol6gicos de la mastitis subclinica

Se recolectaron 15 muestras de leche, de cada una de las fincas muestreadas del sector de
Capapan, para el respectivos analisis bacteriolégico y determinar los agentes causantes de
la mastitis. Fueron aisladas cinco tipos de bacterias, cuatro ambientales como ser
Enterobacter agglomerans, Citrobacter diversus, Citrobacter freundii y Escherichia coli y

una contagiosa como es Staphylococcus aureus (Figura 1).

«\\‘
20.00

Figura 1. Porcentaje de agentes causantes de mastitis encontrados en la zona de Capapan

Agentes encontrados

® Staphylococcus aureus

¥ Enterobacter agglomerans
u Citrobacter diversus

@ Citrobacter freundii

i Escherichia coli
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La bacteria de Staphylococcus aureus esta presente en el 33.33% de las fincas se le
encuentra formando parte de la microbiota normal de la piel. Esta bacteria es contagiosa
que invade, en especial si hay presencia de lesiones, facilitando la penetracion al canal del
pezdn; permanece en los cuartos infectados propagandose con facilidad a cuartos sanos

cuando no se realiza un ordefio higiénico adecuado (Gentilini, 2007).

El estudio demostrd que el porcentaje total de bacterias ambientales clasificadas dentro de
los grupos de los coliformes fue dé 66.7%, las cuales se encuentra en el ambiente donde
permanecen los animales (agua, suelo, plantas, cascara de huevo, etc.), pero, el verdadero
indice de contaminacion es de fuente fecal. La forma en que llegan a causar mastitis es de
forma oportunista al momento en que las ubres se exponen a suciedades o aguas
contaminadas logrando penetrar el canal del pezon liberando toxinas lo que produce la
infeccion, aprovechando cuando el sistema inmunoldgico no esta apto (Acufia Molina et
al... 2008).

5.3. Resistencia de agentes etioldgicos por los antibiéticos evaluados

En lo referente a las cinco bacterias identificadas en las fincas evaluadas, dos bacterias
mostraron resistencia a dos de los antibidticos usados en el estudio. En el 100% de las
fincas la bacteria Enterobacter agglomerans presentd resistencia al antibidticos
Ceftazidime (del grupo de las Cefalosporinas), en el caso de Citrobacter diversus
demuestra su resistencia ante Trimetropin/Sulfa (anexo 6).

La bacteria Staphylococcus aureus se identifico en cinco de las 15 fincas evaluadas, al igual
que Enterobacter agglomerans; Citrobacter diversus se presento en tres fincas. En el caso

de Citrobacter freundii y Escherichia coli se aislaron en una finca cada una de ellas.
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Cuadro 1. Sensibilidad (s) y resistencia (r) de Staphylococcus aureus y bacterias del grupo
de las coliformes a distintos antibioticos en fincas productoras de leche, zona de Capapan,
municipio de Catacamas, Olancho.

Staphylococcus aureus
Principio activo de los antibioticos
© © < < % e © L @ <
Finca g g :é % TE» %_ § :é § é § % é :g’
AHBEEHE B EEE
SI<|2|8||E|g|&|a|"||8|°|5
|_
6 S| S|S S| S|[S|S]|S R
7 S| S|S|S|[S|[S|S]|]S]|S S
9 RIS|S|[S|R]|S|[S|S]|S S
10 S|S|[S|S|S|[S|S]|S]|S S
13 S| S|[S|S|S|[S|S]|S]|S S
Enterobacter agglomerans
1 S| S S|S|R|S|S|R|R|IS|R
2 S| S S|IR|[S|S|S|S|[S|S|R]|S
11 S|S|[S|S|R|[R|S]|S|R
14 S| S|S S|IR|[S|S]|R
15 S|S|[S|S|R|[S|S]|S]|S
Citrobacter diversus
4 S| S S|IR|R|S|[S]|S
8 RIS|S|[R|R|R|[R|R]R
12 S|S|[S|S|S|[R|S]|]S|R
Escherichia coli
3 S| S|[S|R]|S S|S|S
Citrobacter freundii
5 S|S|[S|S|R|[R|S]|]S|R

El microorganismo
antibioticos usados

resistencia solo en

Staphylococcus aureus muestra sensibilidad

a la mayoria de los

en las cinco fincas donde se identificO este patdgeno, mostrando

dos fincas ante los antibioticos de Eritromicina, Norfloxacina y

Tetraciclina. El antibidtico Norfloxacina, es un bactericida produce la lisis de las bacteria
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Gram positivas (G +), como es el caso del Staphylococcus aureus, por lo tanto la resistencia

que demuestra la Norfloxacina en la finca nueve.

En lo referente a la Tetraciclina y Eritromicina farmacos que inhiben la sintesis proteica de
los patdgenos, evitando la reproduccion y disminuyendo las poblaciones bacterianas Gram
+, con la finalidad de que el sistema inmune elimine la infeccion. En el caso de las fincas
seis y nueve esta bacteria consigue sobrevivir muy probablemente por la capacidad de la

misma de sobrevivir a la fagocitosis (Gentilini, 2007).

Los coliformes encontrados (Enterobacter agglomerans, Citrobacter diversus, Citrobacter
agglomerans, Escherichia coli) revelan resistencia similar hacia los antibidticos de
Tetraciclina, Trimetropin, Cefeperazone y Ceftazidime.

Segun se observa en el cuadro anterior, los antibiéticos como Tetraciclina, Trimetropin y
Cefeperazone con espectro de accion para bacterias positivas (+) y negativas (-) presentaron
resistencia por parte de los coliformes evaluados, ya que, no inhibio la sintesis proteica, ni
la sintesis de las purinas, tampoco interfiriendo en la sintesis de la pared celular de

bacteriana respectivamente.

En el caso de Escherichia coli se identifico en una finca, al igual que Citrobacter freundii,
en la finca 3 y 5 respectivamente. En cuanto al comportamiento de Citrobacter freundii,
hacia los antibidticos, se muestran resistentes casi a los mismos antibidticos que
Enterobacter agglomerans, a diferencia de las demas, E. coli muestra resistencia

Unicamente a Ceftriaxona.
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5.4. Factores que inciden en la resistencia bacteriana

Los factores que inciden con la resistencia bacteriana fueron analizados relacionando el

microorganismo 100% resistente al antibiotico respectivo (cuadro 1), con el manejo durante

el ordefio y la forma de utilizar antibidticos por parte de los productores.

El factor de manejo que determina la presencia de estas bacterias ambientales en las fincas

estudiadas en un 100% es el hecho de que en todas las fincas analizadas, los animales

acceden a aguas estancadas, lo que predispone a la penetracién de estos patdgenos

oportunistas a través del pezon (Tobia & Pantozzi, 2007)

Cuadro 2. Factores y/o practicas de manejo que determinan la presencia de mastitis
subclinica en las fincas.

Bacteria Factores de manejo que inciden
Nombre Descripcion en la presencia de la bacteria
Enterobacter |Bacterias Gran negativa, se|100% de los animales muestreados
agglomerans |encuentra en el ambiente que|acceden a lugares con aguas
(Ambiental) |rodea a los animales (agua|estancadas, lodos, etc.

Citrobacter
diversus
(Ambiental)

residuales, el suelo, material de
cama, residuos). También son
parte de la flora microbiana
intestina de los animales y el
hombre.

73.3% de las fincas no ordefian por
ultimo las vacas con mastitis

66.7% de las fincas no lavan las
ubres de las vacas antes del ordefio

60% de las fincas no poseen
instalaciones para ordefio.

Sin embargo, la falta de aplicacion de préacticas durante el ordefio como el no lavar las

ubres de las vacas antes del ordefio y el no poseer instalaciones para realizar el ordefio con
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la adecuada higiene son las practicas que més inciden en la presencia de mastitis en las

fincas.

En el cuadro 4, se analiza los factores en el manejo y uso de antibidticos en base a las

indicaciones farmacoldgicas, relacionandolas a la forma de utilizacion de los mismos por

parte de los productores.

Cuadro 3. Forma de uso por parte de los productores en manejo de antibiéticos, que
inducen a resistencia

Forma de uso por

_ Antibidtico Indicaciones
Bacteria _ . parte de los
resistente farmacologicas
productores
o Bactericida para bacteria | EI 40% de los
Enterobacter Ceftazidime
agglomerans Gram +, -. Cefalosporina de | productores  utilizan
tercera generacion. dosis Unica.

Via: intramuscular.

Dosis: 1.1 — 2.2 mg por Kg
de peso

Frecuencia: cada 24 horas

por 3-5 dias

Citrobacter
Diversus

Trimetropin/Sulfa

Bacteriostatico para bacteria
Gram +, -.

Via: intramuscular

Dosis: 1-1.5 ml/30 Kg
Frecuencia: 3-5 dias cada
24 horas.

El 20% aplican dos

VECES.

El 46.7% el intervalo
de aplicacion es de

mas de 24 horas

El no seguir las indicaciones farmacoldgicas, principalmente, relacionado a la frecuencia de

las aplicaciones es una practica del mal manejo de los antibidticos, ya que el 46.7% de los
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productores no respetan la frecuencia en la utilizacion de los antibiéticos Ceftazidime y
Trimetropin/Sulfa administrandolos en tiempos mayores a lo recomendado.

En este caso, las bacterias se comportan neutralizando o cambiando el sitio de sensibilidad
del antibiotico, ya que las concentraciones farmacoldgicas no permanecen en la corriente
sanguinea adecuadamente, lo que segun Errecalde (2004), existe la posibilidad de que estos
patdgenos intercambien su material genético y asi mismo incrementen las colonias de

microorganismos resistentes.
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VI. CONCLUSIONES

El porcentaje de mastitis subclinica por fincas es de un 100% en las fincas evaluadas donde
el 8.47% de los cuartos positivos a la prueba del CMT, los porcentajes dependeran del

manejo del ambiente del animal y el manejo durante el ordefio.

De cinco bacterias que se encontraron el 66.7% son patdgenos de origen ambiental
Enterobacter agglomerans, Citrobacter diversus, Citrobacter freundii y Escherichia coli,

del grupo de los coliformes, y una contagiosa Staphylococcus aureus.

Las bacterias que mostraron resistencia en la mayoria de las fincas fueron Enterobacter
agglomerans y Citrobacter diversus del grupo de los coliformes, ante los antibidticos
Ceftazidime y Trimetropin respectivamente.

Los factores que se determinaron, en relacion a la resistencia, fueron el mal manejo y uso
de antibioticos, ya que el 46.7% productores no respetan las indicaciones farmacoldgicas en

la frecuencia en el uso de antibidticos.
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Vil. RECOMENDACIONES

Evitar que los animales accedan a aguas estancadas y las vacas con problemas de mastitis
deberan ordefiarse al final del proceso para reducir la incidencia de mastitis subclinica en la

Zona.

Con el proposito de prolongar el uso de antibidticos en el tratamiento de la mastitis, los
productores deberan respetar adecuadamente la frecuencia farmacoldgica en el uso de

antibioticos.
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IX.

ANEXOS

Anexo 1. Ubicacion de las fincas georeferenciadas

Mapa fincas
evaluadas en la
zona de Capapan.

s e e eracm

SIMBOLOGIA

Finca Mi Esperanza ©
Finca los Granadillos
Finca tres hermanas
Rancho El Naranjo
Rancho Los Laureles
Rancho Luisito
Rancho los dos hermanos®
®

o ® 0 @ 0

| I catacamas

Finca El Campo
Finca El Guanacaste
Finca Las Acacias
Finca Los Encuentros
Finca Los Gonzales
Finca Los Higueros
Finca Los Zapotes
Finca Martinez
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Anexo 2. Lectura para los resultados de la prueba de CMT

Interpretacion

paleta, no a un lado. Cuando se vierte
la mezcla, se cae sin dejar liquidg
detras.

Significado Descripcion De La Reaccion ( Recuento de
celulas / ml)
N Negativo Sin evidencia 0-200.000
T Trazas Precipitacion leve que a la vez tiende 150.000-500.000
a desaparecer.
1 Ligeramente Sin formacion de gel, mezcla espesa 400.000-
Positivo La mezcla cae poco a poco. 1.500.000
2 Positivo Mezcla espesa, cierta formacion del gel ~ 800.000-
Cuando se vierte la mezcla la masa cag  5.000.000
y puede dejar un poco de liquido en el
pocillo.
3 Muy Positivo Se formara gel en el centro de Iz >5.000.000

Anexo 3. Prueba de sensibilidad
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Anexo 4. Hoja de registro de aplicacion de la prueba de California Mastitis Test.

UNIVERSIDAD NACIONAL AGRICULTURA
Departamento de Produccién Animal

Diagnostico de mastitis bovina en el hato ganadero del Municipio de Catacamas,

Olancho.
Finca El Guanacaste
Fecha  4dejulio 2013
Hora de visita  3:30 pm
Identificacion Cuartos Periodo de Lactancia (dias)
No de la vaca
Numero o Nombre |[Raza |AD |Al |PD|PI |30({60|90| 120| 150 | 180 | 210
1  [Negra carbunca Brahman| N | N [ N | N
2  |Guacamaya Brahman| ++ | N | N [ N
3  |Gustosa Brahman| +++| - | N | N
4 |Frontina Brahman| N | N | N | N
5 |Lanegra Brahman| N | N | N | N
6 |Lacachuda Brahman| N | N | N | N

Nota: AD: anterior derecho Al: anterior izquierdo PD: posterior derecho PI:
posterior izquierdo. Cuartos perdidos (-)
Numero de vacas

Numero de vacas muestreadas 6

Porcentaje de vacas positivas 33.3

Porcentaje de mastitis subclinica 8.7

Responsable
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Anexo 5. Antibi6ticos usados en el estudio realizado

Norfloxacina (Bactericida)

Eritromicina (Bacteriostatico)

Amikacina (Bactericida)

Gentamicina (Bactericida)

Kanamicina (Bactericida)

Cefeperazone (Bactericida)

Ceftriaxona (Bactericida)

Fosfosil (Bactericida)

Tetraciclina (Bacteriostatico)

Imipenem (Bactericida)

Trimetropin/Sulfa (Bacteriostatico)

Ceftazidime (Bactericida)

Ciprofloxacina (Bactericida)

Cefixime (Bactericida)

Anexo 6. Porcentaje general de resistencia de resistencia de los antibioticos usados en

antibiogramas en las diferentes fincas evaluadas de la zona de Capapan, municipio de

Catacamas, Olancho.

L ) Staphylococcus | Enterobacter | Citrobacter | Citrobacter | Escherichia
P””C'p"? a_C,t'_VO aureus agglomerans diversus freundii coli

de los antibidticos S% R% 15% | R% 1S9% |R% | S% |[R% | S% |R%
Norfloxacina 80 20 100 0 66.7 | 33.3 | 100 0 100 0
Amikacina 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0
Kanamicina 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0
Ceftriaxona 100 0 100 0 66.7 | 33.3 | 100 0 0 100
Tetraciclina 80 20 40 60 33.3 | 66.7 0 100 | 100 0
Trimetropin/Sulfa | 100 0 60 40 0 100 0 100
Ciprofloxacina 100 0 100 0 66.7 | 33.3 | 100 0 100 0
Eritromicina 80 20
Gentamicina 100 0 100 0 66.7 | 33.3 | 100 0
Cefeperazone 100 0 40 60 33.3 | 66.7 0 100 | 100 0
Fosfosil 50 50
Imipenem 100 0
Ceftazidime 0 100
Cefixime 100 0
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Anexo 7. Porcentaje de cuartos evaluados

100

Porcentaje
N B (o] (0]
o o o o

o

Porcentaje de cuartos afectados por Mastitis Subclinica

80.71
4.24 5.91 2.56
N Vv Y ey
Negativos ~ Trazas Gradol Grado2 Grado3

H Negativos
1 Trazas

1 Grado 1
4 Grado 2
1 Grado 3

Anexo 8. Fincas de la zona de Capapan que participaron en el diagnostico de mastitis

subclinica.
N° Nombre de la finca
1  Finca Las Acacias
2  Finca ElI Campo
3  Finca Los Zapotes
4  Finca Los Gonzales
5  Finca Los Encuentros
6 Rancho Luisito
7 Rancho Los Dos Hermanos
8  Finca Los Granadillos
9  Finca Martinez
10 Finca Las Tres Hermanas
11  Rancho El Naranjo
12 Rancho Los Laureles
13 Finca El Guanacaste
14  Finca Los Higueros
15 Finca Mi Esperanza

Propietario
Maria cruz
Pedro Reyes
Nahum Blanco
Miguel Meléndez
Terencio Lopez
Luis Lopez
Jeremias LOpez
Paulino Benitez
Rosalio Martinez
Edil Flores
Serapio Garcia
Fredesvinda Benitez
Eduardo Hernandez
Florentino Melgar
Paulina Melgar

Direccion
Villa Nueva
Villa Nueva
Villa Nueva
Santa Cruz
Santa Cruz
Las Flores
La Unién
La Unién
La Unién
La Unidn
La Unién
La Unién
La Unién
San Antonio
San Antonio
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Anexo 9. Ejemplo de nota de recomendacion entregada a cada propietario de la finca

Universidad Nacional de Agricultura
Departamento de Produccién Animal
Catacamas, Olancho

Catacamas, Olancho. Diciembre 2013

Sra.: Maria Cruz
Finca: Las Acacias

Segun los resultados obtenidos en la evaluacién de la mastitis subclinica del hato bovino en ordefio
de su propiedad, recomendamos lo siguiente:

v
v

<\

ASANENENENEN

Lavado de manos del ordefiador.

Al inicio del ordefio, lavar las tetas de las vacas con agua clorada, la solucién es 4 gotas de
magia blanca por litro de agua.

Para la desinfeccién de las tetas debera prepararse una solucion de 30 ml de yodo para un litro de
agua, en esta misma solucion debera colocar las toallas para la limpieza de los pezones.

Sellar los pezones al final del ordefio, esta accion la realiza el ternero.

Realizar un ordefio profundo. Que consiste en el vaciado total de las tetas.

Mantener el lugar de ordefio limpio quitando el estiércol, para evitar contaminacion.

No darle la leche con mastitis a las terneras.

Evitar el ordefio en forma de martillo.

Utilizar el tratamiento de la vaca seca que se realiza una vez que la vaca finaliza la etapa de
ordefio. Consiste en la aplicacion intramamaria de 1 canula por teta de secado que contengan
como principio activo cualquiera de los siguientes antibioticos.

Si usar No usar
Norfloxacina Trimetropin/Sulfa
Amikacina Cefeperazone

Ceftriaxona Fosfosil
Tetraciclina Ceftazidime

Ciprofloxacina
Gentamicina

Imipenem

Nota: Realizar el antibiograma una vez al afio.

Dina Marlen Castro
Meédico Veterinario
UNA
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Anexo 10. Antibioticos de uso mas frecuentes en la zona de Capapén

Antibiotico Uso %

Nombre comercial Si
Oxitetraciclina (simple) 66.7
Oxitetraciclina 200 LA 40
Emicina 40
Sulfa 6.7
Bioquin 40
Oxitetraciclina 20% + Diclofenaco 0.5% 6.7

Anexo 11. Encuesta
UNIVERSIDAD NACIONAL DE AGRICULTURA

Departamento de Produccion
Animal

Encuesta para la determinacion de mastitis subclinica en la zona de Capapan,
municipio de Catacamas, Olancho.

1. Datos generales

Nombre de la finca

Ubicacion

Propietario de la finca

Nombre del encuestador

2. Datos de la finca

1. Enfermedades de mayor incidencia en el hato




2. Llevaregistros de los tratamientos aplicados
Si No

3. Epoca en que se presenta mayor incidencia de mastitis

4. Lee las instrucciones del antibiético
Si
No

A veces

3. Manejo de las vacas de ordefio

5. Numero de vacas en ordefio.

1. <10 3.De 21---30 5. De 41---50

2. De11---20 4. De 31---40 6. >50

6. Lleva registros de los casos de mastitis al mes.
1. Si
2. No

7. Numero de vacas descartadas por mastitis el afio pasado.

1. Unavaca 3. De tres a cinco vacas
2. Dos vacas 4. >de seis vacas

8. Se les suministra la leche con mastitis a las terneras.
1. Si
2. No

9. Ordefian por ultimo las vacas que presentan mastitis

1. Si
2. No
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10. Lleva registros de produccion.
1. Si
2. No

11. Cantidad de litros por vaca por dia. Promedio
1. 1a5 3. 11a 15
2. 6 al0 4, >15

12. Vende la leche
1-Si
2. No

13. A quienes vende la leche

1- Vecinos 2- Intermediarios
3- Centro de acopio 4- Quesera artesanal
5- Otros

14. Distancia de la finca a la planta

15. El ordefiador usa las uiias cortadas y limpias
1. Si
2. No

16. Lavan la ubre de las vacas antes del ordefio
3. Si
4. No

17. Desinfecta la ubre de las vacas antes del ordefio
5. Si
6. No

18. Qué productos utiliza

19. Tipo de ordefia
1. Ternero al pie manual
2. Ternero al pie mecanico
3. Mecanico
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20. Meses en lactacion.
1. De uno a dos meses 2. De seis a ocho meses
3. Detres acinco meses 4. De nueve a diez meses

21. A Los cuantos partos descarta sus vacas productoras de leche.

22. A perdido cuartos de las vacas en produccion por causa de la
mastitis
1.Si
2. No

23. Cuantos cuartos ha perdido por afio
1.Delab
2.De6al0
3.Dellalb
4.De 16a20
5. Mayor de 21

24. Utiliza el secado de las vacas al finalizar la época de la lactancia
1. Si
2. No

25. Qué productos utiliza

26. Se les permite a los animales meterse a las represas, aguas estancadas o lodos
1.Si
2. No

27. Posee instalaciones para ordefio
1. Si
2. No

28. Condicion de las instalaciones
1. Excelente
2. Buena
3. Mala
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4. Manejo de los animales en general
29. Identifica a sus animales
1.Si
2. No

30. Formas de identificacion
1. Arete
2. Fierro
3. Nombre
4. Tatuaje
5. Muescas

31. Razas de animales que tiene en su finca

32. Raza de animales que utiliza para vacas de ordefio

33. Edad al destete

34. Produccidn de leche diaria
Invierno Verano

35. Hace uso de sales minerales en su finca
1. Si
2. No

36. Vitamina sus animales
1. Si
2. No

37. Cuales productos utiliza de vitaminas
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38. Productos utilizados contra parasitos
Internos Externos

39. Los productos veterinarios tienen su lugar de almacenarlos
1. Si

2. No

40. Clasifica estos productos al momento de almacenarlos
1. Si

2. No

5. Diagnostico alimenticio

41. Tipo de alimentacién
a. Forrajes

b. Concentrado

c. Otros

42. Tipo de pastoreo

43. Pastos utilizados para la alimentacién
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6. Datos sobre trabajadores

44. Tiene trabajadores permanentes
1. Si

2. No

45, De donde son
1. De la comunidad 2. De aldeas Cercanas

3. Otros:

46. Selecciona trabajador exclusivo para el ordefio
1.Si

2. No

47. Cuanto promedio les paga a los trabajadores permanentes

48. Tiempo de pago

1. Diario 2. Semanal
3. Quincenal 4. Mensual
5. Otros

49. Existe mano de obra disponible en la zona
1. Si

2. No
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50. Historial clinico

Nombre
comercial del

antibidtico

Antibidtico
PA

Dosis que
uso/peso
vivo de la

vaca

En qué

frecuencia

Por
qué

via

N° de

aplicaciones

Que
resultado

obtuvo

Costo
del

frasco

Retiro
en

leche

Observaciones
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Anexo 12. Antibiograma por muestra

LABORATORIO CLINICO CATACAMA

Ave. Independencia, Frente a Radio Antena 5, Contiguo a Catacamas Centro.

Catacamas, Olancho - TeIefax 2799-4495
Dra. St;yapa Euceda Pineda

Microbio

oga y Quimica Clinica

Nombre del Paciente: VACA Edad:
Fecha 27 de Junio del 2013 Dr. (a) :
MUESTRA : LECHE RESPUESTA A 1OS ANTIMICROBIANOS
Acido Nesxlidixico—1 Norfloxacina S
FRESCO : Amicagina S Procef
Ampicilina Penicilina G
Kanamicina S Ceftriaxona S
Maxipime Tetraciclina R
Cefaclor Trimetropin/Sulfa S
GRAM : Ciprofloxacina S Fosfosil
Cefuraxime Dicloxacilina
Eritromicina Cloranfenicol
OTROS : IGentamicina S Cefeperazone s
Nitrofurantoina Pirlimycin R
CULTIVO : ENTEROBACTER AGLOMERANS
NOTRA :
S = Sencible
R = Resistente
BACTERIOLOGIA
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