UNIVERSIDAD ESTATAL DE BOLIVAR

FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS, RECURSOS
NATURALES Y DEL AMBIENTE
CARRERA DE MEDICINA VETERINARIA
TEMA:

“AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE BACTERIAS PATOGENAS
CAUSANTES DE DIARREA NEONATAL PRESENTES EN EL
CALOSTRO BOVINO, PROCEDENTE DEL CANTON SAN MIGUEL
DE BOLiVAR”

Proyecto de Investigacion, previo a la obtencion del titulo de Médico Veterinario,
otorgado por la Universidad Estatal de Bolivar a través de la Facultad de Ciencias

Agropecuarias, Recursos Naturales y del Ambiente, Carrera de Medicina

Veterinaria

AUTOR:
ERICK ALBERTO SANCHEZ ASQUI
TUTOR:

DR. EDISON RIVELINO RAMON CURAY M.Sc.

Guaranda — Ecuador

2024



CERTIFICADO DE APROBACION DEL TUTOR
TEMA:

AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE BACTERIAS PATOGENAS
CAUSANTES DE DIARREA NEONATAL PRESENTES EN EL
CALOSTRO BOVINO, PROCEDENTE DEL CANTON SAN MIGUEL DE
BOL{VAR

REVISADO Y APROBADO POR:

DR. EDISON RIVELINO RAMON CURAY M.Sc.

TUTOR

i 24
DR. FAVIAN BAYAS MOREJON PhD.

PARLECTOR

DR. JAGGER SEGURA PhD.

PARLECTOR



CERTIFICACION DE AUTORIA

Yo, Erick Alberto Sanchez Asqui, con C.I. 0604503318, declaro que el trabajo y
los resultados presentados en este informe, no han sido previamente presentados
para ningtin grado o calificacion profesional; y, que las referencias bibliograficas

que se incluyen han sido consultadas y citadas con su respectivo autor(es).

La Universidad Estatal de Bolivar, puede hacer uso de los derechos de publicacion
correspondientes a este trabajo, segun lo establecido por la Ley de Propiedad

Intelectual, su Reglamentacion y la Normativa Institucional vigente.

ERICK ALBERTO SANCHEZ ASQUI

AUTOR

(>§\\

\

DR. EDISON RIVELINO RAMON CURAY M.Sc.

TUTOR



NN

/ Notaria Tercera del Cantén Guaranda
ﬁ?‘/‘%# - Msc.Ab. Henry Rojas Narvaez

/%@f// Notario

rio...
N° ESCRITURA 20240201003P00666
DECLARACION JURAMENTADA

OTORGADA POR: SANCHEZ ASQUI ERICK ALBERTO

INDETERMINADA DI: 2 COPIAS  H.R.
Factura: 001-006- 000005713

En la ciudad de Guaranda, capital de la provincia Bolivar, Republica del Ecuador, hoy dia veinte de Marzo del dos
mil veinticuatro, ante mi Abogado HENRY ROJAS NARVAEZ, Notario Publico Tercero del Cantén Guaranda,

comparece el sefior SANCHEZ ASQUI ERICK ALBERTO, soltero de ocupacion estudiante, domiciliado en la Ciudad

de Riobamba Provincia de Chimborazo y de paso por este lugar, con celular nimero (0983507186), su correo

electrénico ericksanchez13579@gmail.com , por sus propios y personales derechos, obligarse a quien de

conocer doy fe en virtud de haberme exhibido sus documentos de identificacién y con su autorizacién se ha
procedido a verificar la informacion en el Sistema Nacional de Identificacién Ciudadana; bien instruidas por mi
el Notario con el objeto y resultado de esta escritura publica a la que procede libre y voluntariamente, advertido
de la gravedad del juramento y las penas de perjurio, me presenta su declaracion Bajo Juramento declara lo
siguiente manifiesto que el criterio e ideas emitidas en el presente trabajo de investigacidn titulado “AISLAMIENTO
E IDENTIFICACION DE BACTERIAS PATOGENAS CAUSANTES DE DIARREA NEONATAL PRESENTES EN EL CALOSTRO
BOVINO, PROCEDENTE DEL CANTON SAN MIGUEL DE BOLIVAR” Es de mi exclusiva responsabilidad en calidad de
autor, previo a la obtencidn del titulo de Médico veterinario de la Facultad en la Universidad Estatal de Bolivar, Es
todo cuanto puedo declarar en honor a la verdad, la misma que la hago para los fines legales pertinentes. HASTA
AQUI LA DECLARACION JURADA. La misma que elevada a escritura publica con todo su valor legal. Para el
otorgamiento de la presente escritura publica se observaron todos los preceptos legales del caso, leida que le fue

al compareciente por mi el Notario en unidad de acto, aquel se ratifica y firma conmigo de todo lo cual doy Fe.

-

SANCHEZ ASQUI ERICK ALBERTO

C.C.O60C USO 3348

NOTARIO PUBLICO TERCERO DEL CANTON GUARANDA

| EL NOTA....




NOMBRE DEL TRABAJO
Borrador tesis EASA 1 ).docx

RECUENTO DE PALABRAS
18667 Words

RECUENTO DE PAGINAS
80 Pages

FECHA DE ENTREGA
Mar 20, 2024 9:30 AM GMT-5

® 9% de similitud general

Reporte de similitud

AUTOR
ERICK ALBERTO SANCHEZ ASQUI

RECUENTO DE CARACTERES
106716 Characters

TAMANO DEL ARCHIVO
1.3MB

FECHA DEL INFORME
Mar 20, 2024 9:31 AM GMT-5

El total combinado de todas las coincidencias, incluidas las fuentes superpuestas, para cada

base de datos.
. 2% Base de datos de Internet

. Base de datos de Crossref

« 5% Base de datos de trabajos entregados

» 2% Base de datos de publicaciones

. Base de datos de contenido publicado de
Crossref

Resumen



DEDICATORIA
A Dios que siempre protege mi vida.

A mi abuela: Blanca Elida Asqui Ruiz por su apoyo en mis decisiones y proyectos

que he emprendido en la vida, ta fuiste y seras siempre mi segunda madre

A mi querida madre Marcia Cecilia Sanchez Asqui quien me inicio en el camino de
la vida sembrando en mi el amor y respeto a la naturaleza y a la vida animal;

forjando en mi la culminacién de mis metas



AGRADECIMIENTO

La gratitud abre la puerta al poder, a la sabiduria y a la creatividad en el ser humano;
siendo un don que nos acerca mas a la plenitud en nuestras vidas. Es asi que

agradezco a:

A la Facultad de Ciencias Agropecuarias, Recursos Naturales y del Ambiente
“Carrera de Medicina Veterinaria” de la Universidad Estatal de Bolivar, por el alto
desempefio de sus docentes, quienes me impulsaron valerosamente hacia el éxito
en mi formacion profesional encaminandome en las aulas del saber; a las
autoridades del laboratorio general de la facultad que brindaron las facilidades para

la ejecucion del presente trabajo investigativo

Al director de Tesis Dr. Edison Rivelifio Ramén Curay guia y amigo quien con su
sabiduria, firmeza y dedicacién supo manifestar numerosos y a la vez valiosos

comentarios y sugerencias relacionados a la culminacion de la investigacion.



CONTENIDO

CAPITULO I

1.1.  INTRODUCCION

1.2. PROBLEMA

1.3. OBJETIVOS

O Objetivo General.

O Obijetivos Especificos

1.4. HIPOTESIS

2. MARCO TEORICO

2.1.  Generalidades del calostro

2.2.  Inicio de la produccion de calostro

2.3.  Manejo del neonato bovino

2.4.  Absorcion del calostro

2.5.  Mecanismos de proteccion digestivo

2.6.  Diarreaen neonatos

2.6.1. Mecanismos causales de la diarrea
2.6.2. Transporte de iones alterado

2.6.3. Malabsorcién pasiva

2.6.4. Presion hidrostéatica tisular y aumento de la permeabilidad
2.7.  Tiposde diarrea

2.7.1. Diarrea secretora

2.7.2. Diarrea osmética

2.8.  Efectos de la diarrea y sus signos clinicos
2.9. Cambios metabolicos provocadas por las diarreas

INDICE DE CONTENIDO

PAG

10

11

11

12

13

13

13

14

14

15



2.10. Manejo terapeutico de la diarrea

2.11. Etiologias de las diarreas

211.1. Escherichia coli

2.11.2. Salmonella spp.

2.11.3. Clostridium perfringens

2.11.4. Otras causas infecciosas de diarrea en terneros
2.12. ldentificacion bacteriana

2.12.1. Métodos fenotipicos de identificacion
2.12.2. Pruebas bioguimicas

2.13. Antibiograma

3. MARCO METODOLOGICO

3.1.  Ubicacion de la investigacion

C Localizacion de la investigacion

C Situacion geogréfica y edafoclimética
C Zona de vida

3.2. Métodos

3.2.1. Material Experimental

3.2.2. Factores en estudio

3.2.3. Tratamientos

3.2.4. Tipo de disefio experimental o estadistico
3.2.5. Manejo del experimento

3.2.6. Métodos de evaluacién y datos a tomar
3.2.7. Anélisis de datos

CAPITULO IV.

4.

RESULTADOS Y DISCUSIONES

16

17

18

20

22

24

24

24

27

28

30

30

30

30

30

31

31

31

31

32

32

37

38

39

39



4.1. INTERPRETACION DE RESULTADOS 39
4.1.1. Aislamiento de bacterias presente en el calostro bovino 39

4.1.2. Identificacion de bacterias causante de diarreas en terneros presente el

calostro bovino. 40

4.1.3. Prevalencia de los géneros bacterianos causante de diarreas en terneros

aislados e identificados a partir de muestras de calostro bovino. 42

4.1.4. Analisis de la susceptibilidad antimicrobiana de los tratamientos

propuestos. 44

4.2. COMPROBACION DE HIPOTESIS 51
CAPITULO V. 52
5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 52
5.1. CONCLUSIONES 52
5.2.  RECOMENDACIONES 53

BIBLIOGRAFIA 54



N° Detalle Pag.
1. Causas infecciosas mas importantes de diarreas en terneros(as) .........c.......... 18
2. Agentes poco comunes causantes de diarreas en terneros .........c.ccoevveevveeenns 24
3. Tratamientos planteados en la iNVestigacion.............cccocerrrreneneieseneieeees 31
4. Caracteristicas del ADEVA ...t 32
5. Perfiles de identificacion de bacterias Gram positivas en estudio .................. 34
6. Perfiles de identificacion de bacterias Gram negativas en estudio.................. 35
7. Criterios interpretativos para la susceptibilidad antimicrobiana para
enterobacterias en eStUAIO ........covieie i 36
8. Criterios interpretativos para la susceptibilidad antimicrobiana para las
bacterias Gram positivas en eStUIO..........ccccvvereeiieiieere e 37
9. Muestras de calostro bovino con crecimiento bacteriano ............cccccceevivennnnn 39
10. Bacterias aisladas de calostro bovino causante de diarreas en terneros....... 40
11. Identificacion fenotipica y bioquimicamente las bacterias causantes de
diarreas en neonatos bovinos presente en el calostro. ..........cccccevveverveennenn, 41
12. Prevalencia de bacterias aisladas e identificadas calostro bovino causante
de dIarreas €N tBINEIOS. .......ccviiieieeie st 42
13. Estudio del ANOVA del DBCA del antibiograma de los tratamientos
propuestos sobre las bacterias aisladas e identificadas en estudio ............... 44
14. Prueba de Tukey al 5% del antibiograma de los tratamientos propuestos
sobre las bacterias aisladas e identificadas en estudio............cccccovcvervvreennnnn 44
15. Porcentaje de susceptibilidad antimicrobiana del grupo de bacteria Gram
negativa aisladas e identificadas del caloStro..........cccccvevvvvevecic i 46
16. Porcentaje de susceptibilidad del grupo Grampositivas presente en el

INDICE DE TABLA

CUOSTIO DOVINO ...ttt ssnesennnnnnnn 48



INDICE DE FIGURA
N° Detalle Pag.

. Muestras de calostros bovino con crecimiento bacteriano.........ccccuvvvevvvvvnnnns 39

. Porcentaje de bacterias aisladas de calostro bovino causante de diarreas en
(=] =T 0RO 40

. Prevalencia de bacterias aisladas e identificadas calostro bovino causante de

IAITEAS BN TEINIEIOS ...ttt e e ettt e e e e et e e et e e e e e e e aeee e reeeaeeenaaas 43

. Diagrama de la distribucion de los halos de inhibicion del antibiograma de
los tratamientos propuestos sobre las bacterias aisladas e identificas en
XSy 0 Lo ST RR 45

. Porcentaje de susceptibilidad antimicrobiana de Salmonella spp., aisladas e

identificada de caloStro DOVINO.......oooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 47

. Porcentaje de susceptibilidad antimicrobiana de Escherichia coli, aisladas e
identificada de calostro DOVINO...........cooveiiiiiiiiic e 47

. Porcentaje de susceptibilidad antimicrobiana de Listeria spp., aislada e

identificada de caloStro DOVINO.......ooooeeeeeeeeeeee e, 49

. Porcentaje de susceptibilidad antimicrobiana de Corynebacterium spp.,
aislado e identificado de calostro DOVINO...........ccceiviiiiiiiiiic 49

. Porcentaje de susceptibilidad antimicrobiana de Arcanobacterium spp.,

aislado e identificado de caloStro DOVINO.........eevveeeee e 50



INDICE DE ANEXOS

N° Detalle

1. Lugar de la experimentacion.
2. Base de datos.
3. Fotografias de la investigacion.

4. Glosario de términos.



RESUMEN

Los terneros nacen agammaglobulinémicos, es decir, con el sistema inmunoldgico
desprovisto de anticuerpos de tipo proteico, por lo cual es indispensable en esta
especie transferir estos mecanismos de defensa por medio del calostro, sin embargo,
este puede ser el vehiculo de microorganismos patégenos que ocasionan diarreas.
La finalidad de la presente investigacion fue aislar e identificar bacterias patégenas
causante de diarrea neonatal presentes en el calostro bovino procedente del cantdn
San Miguel de Bolivar. Mediante métodos de cultivos, aislamiento vy
caracterizacion bacteriana a partir de pruebas fenotipicas y bioquimica, se aislaron
e identificaron géneros de bacterias diarreogénicas de 20 muestras de calostro, a las
cuales se les sometié a pruebas de susceptibilidad antimicrobiana mediante el
método de difusion de disco recomendado por el CLSI, considerando que en estas
pruebas in vitro se utilizé oxitetraciclina a 30pg (T1), amoxicilina 10ug (T2),
sulfametoxazol 23.75ug + trimetoprim 1.24pg (T3) y cefalexina 30ug (T4).
Obteniendo como resultados que las 20 muestras de calostros presentaron
crecimiento bacteriano en los medios de cultivo, en consecuencia, se logré
identificar 5 género bacterianos de nuestro interés clinico a partir de 12 muestras de
calostro, el pool de bacterias identificadas se encontraba conformado por
Salmonella spp., en un 41.67%, Escherichia coli en un 25%, 1 Listeria spp en un
6.67%, y finalmente con un 8.33% Corynebacterium spp., Arcanobacterium spp.,
correspondientemente, los mismos que en su totalidad en las pruebas de
susceptibilidad mostraron resistente a amoxicilina (T2), en el caso de cefalexina
(T4) el 100% de las Salmonella spp., expresaron sensibilidad, mientras que el resto
de bacterias fueron resistentes a dicho farmaco, asi mismo la oxitetraciclina inhibio
por completos el crecimiento de Salmonella, E. coli y Corynebacterium spp.,
mientras que el 50% de aislados de Listeria spp., fueron resistente y el otro 50%
sensibles, Arcanobacterium resistio el mecanismo de accion de dicho antibiotico,
aunque es importante destacar que el sulfametoxazol mas trimetoprim (T4) logro
inhibir la totalidad de los géneros bacterianos aislados. Concluyendo que los
antimicrobianos betalactamicos serén ineficientes en cuadros diarreicos en teneros

del canté San Miguel de la provincia Bolivar (Ecuador).

Palabras Claves: Calostro, Bacterias, Diarreas, Susceptibilidad Antimicrobiana.



SUMMARY

Calves are born agammaglobulinemic, that is, with an immune system devoid of
protein antibodies, so it is essential in this species to transfer these defense
mechanisms through colostrum, however, this can be the vehicle of pathogenic
microorganisms that cause diarrhea. The purpose of this research was to isolate and
identify pathogenic bacteria causing neonatal diarrhea present in bovine colostrum
from the San Miguel de Bolivar canton. By means of culture methods, isolation and
bacterial characterization from phenotypic and biochemical tests, genera of
diarrheogenic bacteria were isolated and identified from 20 colostrum samples,
which were subjected to antimicrobial susceptibility tests using the disc diffusion
method recommended by CLSI, considering that in these in vitro tests
oxytetracycline was used at 30ug (T1), amoxicillin 10ug (T2), sulfamethoxazole
23. 75ug + trimethoprim 1.24ug (T3) and cephalexin 30ug (T4). As a result, the 20
colostrum samples showed bacterial growth in the culture media, consequently, 5
bacterial genus of our clinical interest were identified from 12 colostrum samples,
the pool of bacteria identified consisted of Salmonella spp, in 41.67%, Escherichia
coli in 25%, 1 Listeria spp. in 6.67%, and finally with 8.33% Corynebacterium spp.
and Arcanobacterium spp. correspondingly, all of them in the susceptibility tests
showed resistance to amoxicillin (T2), in the case of cephalexin (T4) 100% of the
Salmonella spp. expressed sensitivity, while the rest of the bacteria expressed
sensitivity, expressed sensitivity, while the rest of the bacteria were resistant to that
drug, likewise oxytetracycline completely inhibited the growth of Salmonella, E.
coli and Corynebacterium spp. while 50% of Listeria spp. isolates were resistant
and the other 50% sensitive, Arcanobacterium resisted the mechanism of action of
that antibiotic, although it is important to note that sulfamethoxazole plus
trimethoprim (T4) managed to inhibit all the bacterial genera isolated. It is
concluded that beta-lactam antimicrobials will be inefficient in diarrhea in calves
from the San Miguel colony of Bolivar province (Ecuador).

Key words: Colostrum, Bacteria, Diarrhea, Antimicrobial Susceptibility.



CAPITULOI.
1.1. INTRODUCCION

Dentro de las enfermedades que afectan al becerro(a) durante la fase de neonato,
las que son consideradas en mayor medida como prevalecientes son las diarreas,
onfalitis infecciosas, patologias respiratorias y las causadas por parasitos, las cuales
influyen directamente en el aumento de los indices de morbilidad y mortalidad de

un hato lechero en cuestion (Wilson et al., 2022).

Armengol & Fraile (2016), mencionan que la mayor incidencia mundial de muertes
neonatales en explotaciones lecheras estan relacionadas a los trastornos
ocasionados por enfermedades infecciosas de caracter viral y bacteriano que
originalmente se exacerba cuando existen fallos en la transferencia de inmunidad

pasiva.

Las diarreas neonatales son consideradas una de las principales causas de
descompensacion organica y muerte del becerro(a), generalmente el neonato
bovino tiende a ser altamente susceptibles a la aparicidn de diarreas durante la fase
de amamantamiento del calostro, esto ocurre fundamentalmente por dos principios,
en donde, los protagonistas son; 1) un sistema inmunoldgico inmaduro no
competitivo, y 2) colonizacion de agentes patdgenos que ocasionan disturbios

intestinales de grado variable (Caffarena et al., 2021).

Lombard et al., (2019) mencionan que en los Estados Unidos de Norte America
aproximadamente el 6% de terneras (mas de 500 000 neonatos) mueren al nacer o
poco después, generalmente el 50 % de estas muertes se deben a enfermedades

digestivas diarreicas o enfermedades respiratorias.

En los neonatos las diarreas generalmente ocasionan cuadros variables de
deshidratacion ocasionados por pérdidas electroliticas, desequilibrio acido-basico,
lo que conlleva al comprometimiento del estado de salud general del becerro, este
es el punto de partida que propicia el facil acceso de nuevos agentes infecciosos,

que dificultan el diagnostico y por ende el tratamiento (Calderon & Gallo, 2020).

Como en cualquier otro tipo de enfermedad infecciosa que ocasiona disturbios

organicos (diarrea) es de suma importancia la realizacion y establecimiento de un



diagnostico de manera precoz que conlleven a la instauracion rapida de un adecuado
plan terapéutico que permita evitar complicaciones de mayor comprometimiento
sistémico en el ternero (a), se reconocen como agentes etoldgicos a distintos
microorganismos los cuales pueden ser protozoarios como Cryptosporidium spp,
Eimeria spp, bacterias como Salmonella spp., Escherichia coli (k99) y
Clostridiumperfringens y virus conocidos como Coronavirus, Rotavirus y DVB.
Todos estos microorganismos que ocasionan diarreas en los terneros(as)
comparten la caracteristica de que pueden ser trasmitidos por la via oral, la cual es
considerada la principal via de acceso por medio de los alimentos como el calostro

bovino que es suministrado en las primeras horas de vida (Chae et al., 2021).

De La Gala (2022), menciona que en Ecuador la Escherichia coli es el patdgeno
entérico aislado en mayor medida en las heces de los terneros con cuadros
diarreicos, también menciona que su patogenicidad se debe por las toxinas que
secreta la bacteria en el intestino del bovino, por ende, las pérdidas pueden ser muy
elevadas para la comunidad ganadera y baja produccién de terneros en el Ecuador,
considerando también que es un patégeno altamente zoondtico genera

preocupacion para la salud publica de las personas relacionadas a la ganaderia.



1.2. PROBLEMA

El calostro bovino se encuentra conformado por componentes esenciales para el
desarrollo del ternero en el ambiente extrauterino, en donde, los anticuerpos, son el
nutriente que se destaca sobre los demas componentes inmunolégicos vy
nutricionales, en conjunto estos componentes presentes en esta secrecion lactea
aseguran la supervivencia del neonato, esta sustancia es rica en carbohidratos y
sustancias nutritivas los cuales le confieren la capacidad de albergar y desarrollar
microorganismos patdgenos oportunistas los que pueden utilizarlo como medio de
crecimiento y medio de transmision para ocasionar una patologia en cuestion en el

becerro(a).

Generalmente el calostro contaminado o con altos recuentos de bacterias patdgenas
es el punto critico del manejo del neonato en las explotaciones lecheras, esto debido
a que el ternero es susceptible a la interaccion de los factores de virulencia que tiene
cada microorganismo patégeno que se encuentra contaminando dicha sustancia,
esto debido principalmente a la incompetencia del sistema inmunolégico del
ternero(a), sumado a estos antecedentes se encuentra la falta de establecimiento de
protocolos de higiene en la obtencién, procesamiento y ofrecimiento del calostro al

ternero.

La administracion de calostros de baja calidad sanitaria conlleva principalmente al
establecimiento de cuadros diarreicos en el neonato, lo que provoca un aumento en
los indices de morbilidad y mortalidad de animales jovenes, ademas del
compromiso fisioldgico que ocasiona superar una patologia diarreica en los
terneros(as) en una explotacion lechera, lo que a largo plazo se traduce a una
disminucion de la poblacion que se destina al reemplazo de los animales que han

cumplido un ciclo productivo.

Los cuadros diarreicos en los becerros se caracterizan por heces liquidas y profusas,
deshidratacién, emaciacion, postracién y muerte, principalmente provocan grandes
pérdidas econdmicas por la muerte de terneros recién nacidos, costos generados por
la aplicacion de tratamientos y adicionalmente por resultados diagndsticos errados
a la hora de poner en manifiesto el agente etioldgico, conllevando a una

disminucion de las tasas de curacion y generacion de resistencia antimicrobiana.



1.3. OBJETIVOS

o Objetivo General.

Aislar e identificar bacterias patdgenas causantes de diarrea neonatal presentes en el

calostro bovino, procedente del canton San Miguel de Bolivar

o Objetivos Especificos

Aislar bacterias patdgenas presente en el calostro bovino.

Identificar fenotipica y bioquimicamente bacterias presentes en el calostro.
Estimar la prevalencia de los géneros bacterianos aislados e identificados.

Analizar la susceptibilidad antimicrobiana de los tratamientos propuestos.



1.4. HIPOTESIS

HO: No existe una alta prevalencia de bacterias patdgenas causantes de diarrea
neonatal presentes en el calostro bovino, procedente del canton San Miguel de

Bolivar.

HI: Existe una alta prevalencia de bacterias patdgenas causantes de diarreas
neonata presentes en el calostro bovino, procedente del cantén San Miguel de

Bolivar.



CAPITULO II.
2. MARCO TEORICO
2.1. Generalidades del calostro

Esta secrecion lactea es producida por la glandula mamaria de las vacas la misma
que se encuentra conformada por cuatros cuartos mamarios, su funcion esta
definida por la produccion y secrecion de la leche y del calostro que es la primera
secrecion lactea después del parto, la misma que es indispensable para conferir las
condiciones 6ptimas de salud a los teneros ya que contiene anticuerpos
responsables de la activacion inmunitaria, y factores nutricionales responsables
otorgar los nutrientes necesarios para garantizar su adaptacion y su desarrollo en el

ambiente extrauterino y (Toscano, 2019; Ruiz, 2018).

Las garantias de sobrevivir de los teneros se ven significativamente aumentadas
cuando este ha recibido un correcto calostrado, sim embargo, la morbilidad y
mortalidad de los recién nacidos se incrementan de manera considerable si este no
recibe las cantidades adecuadas de calostros dentro de las primeras horas después
del parto, todo esto debido a la capacidad de transferir componentes inmunitarios
y nutricionales de la madre hacia la cria a través del calostro y la capacidad que
posee este ultimo de absorberlas de manera eficiente (Playford & Weiser, 2021).

2.2.  Inicio de la produccion de calostro

El evento que se considera como el punto de partida en la produccion del calostro
es el parto, el cual es un proceso biolégico dependiente de la accidn de determinadas
hormonas, algunas de estas involucradas en la secundinacion del mismo y otras
vinculadas a la concentracion de componentes bioldgicamente activos hacia el
calostro y a su posterior eyeccion hasta acumularse en las cisternas mamarias, existe
una diferenciacion marcada entre el calostro y la leche comun, principalmente en
la composicién ya que este contiene sustancias fundamentales como; los
anticuerpos de estructura proteica transferidos desde la circulacion sanguinea de la
madre, este proceso estd determinado por la influencia de los estrogenos y
progesterona, esta secrecion lactea contiene niveles elevados de 1gG, IgA, IgM e

IgE y nutrientes (Gavin et al., 2018).



El ternero cuando nace se encuentra en una condicion aganmaglobulinémica, es
decir desprovisto de anticuerpos y memoria inmunitaria, es por esto que el
calostrado es fundamental para asegurar el desenvolvimiento del neonato, Los
principales problemas en la transferencia de inmunidad se encuentra relacionados
con la incapacidad de absorber inmunoglobulinas en el tiempo de tolerancia
absortiva que se asociaria a un mayor riesgo de mortalidad y morbilidad en la fase

de amamantamiento (Borchardt et al., 2022).
2.3.  Manejo del neonato bovino

Uno de los procedimientos que se toman en cuenta dentro de las fases de cria 'y
manejo de neonatos bovinos es el calostrado, el que es considerado como un
parametro fundamental y depende en parte de la cantidad de calostro que el ternero
logre consumir en las primeras horas de vida, la cantidad deberia ser de al menos 2
litros de calostro por alimentacion con balde o tetero dentro de las primeras seis
horas de vida y otros 2 litros dentro de las 12 horas posteriores a la primer toma
(Batista et al., 2015).

La activacion de la inmunidad por parte del becerro se encuentra dependiendo en
gran medida por la cantidad de inmunolactoglobulina calostral, la cual es esencial
para activar el sistema inmunoldgico y conferirle resistencia al ternero ante posibles
agentes infecciosos de importancia clinica, los cuales se asocian a enfermedades
respiratorias y entéricas de alta incidencia en las etapas de cria en una explotacion
lechera. La mortalidad entre los terneros privados del proceso de calostrado es alta,
ya que se asume deficientes reversas inmunitarias que le confieran a dichos

animales proteccidn sanitaria (Cuttance & Lavan, 2019).

La evaluacion del calostro permite su categorizacion en funcion a sus condiciones
inmunoldgicas y composicionales, por lo tanto, aquellos que son categorizados
como de excelente calidad inmunolégica es recomendable reservarlos en cierta
cantidad para los posibles casos de emergencias. El calostro es una fuente
alimenticia primordial rico en vitaminas liposolubles A, D y E. Por lo tanto, es la
mejor opcion alimentar a los terneros con la mayor cantidad de calostro que pueda
consumir, inclusive en individuos que estan mas alla de la etapa en la que pueden

obtener inmunidad pasiva (Batista et al., 2015).



El transporte pasivo de componentes séricos desde la sangre materna hacia el
calostro ocurre generalmente en el periodo de 2 semanas antes que inicie el periodo
de transicion, es decir aproximadamente cinco semanas antes de que ocurra el parto,
el componente de mayor cantidad presente en la composicion del calostro son las
inmunoglobulinas de tipo G, siendo las IgG1 e 1gG2 las que predominantemente
estan en mayor cantidad en relacion a la IgA, e IgM las cuales se encuentran en un

5% y 7 % respectivamente (Osman et al., 2018).

De la mayoria de las inmunoglobulinas encontradas en el calostro
aproximadamente del 80% a 90% corresponde a IgG1, este valor es de tres a doce
veces mayor que en el suero sanguineo materno, esta concentracion es debida a la
seleccion y secrecion selectiva por parte de las células epiteliales mamarias
metabdlicamente activas, estas inmunoglobulinas y los demas nutrientes presentes
en el calostro se absorben principalmente a nivel del intestino delgado. Las
vellosidades del intestino delgado estdn cubiertas por enterocitos altamente
vacuolizados, y especializados en la captacion de micrmoléculas y macromoléculas
(Maier et al., 2019).

En los terneros existe una absorcion de caracter pasivo hasta un periodo de 25 horas
desde el nacimiento, sin embargo, este proceso fisioldgico es significativamente
reducido a comparacién de las primeras 6 horas después del parto, ya que se va
dando de manera progresiva el cierre del intestino, en donde generalmente es

limitado el paso de macromoléculas (Singh et al., 2019).

Como medida de manejo en todos los casos se deberia suministrar a los terneros
calostro fresco de buena calidad como primera alimentacion, considerando de vital
importancia que la primera toma sea hasta la saciedad, la medicion del porcentaje
brix permite estimar las concentraciones de solutos importantes para las
sobrevivencia del becerro, este procedimiento debe realizarse inmediatamente
después del parto, aunque si las condiciones para su efecto no son favorables, existe
una ventana de 24 para suministrarlo, siempre y cuando este mantenga una buena
calidad inmunoldgica e higiénica. a comparacion de los bovinos en otras especies
La IgA en la leche proporciona una inmunidad humoral intestinal de caracter
transitorio (Mee, 2008).



En los rumiantes en general, especificamente en bovinos el calostro y la leche
contienen predominantemente inmunoglobulina G1, la cual es un anticuerpo
proteico cuya cantidad influye en la transferencia pasiva de inmunidad, ya que se
ha vinculado los niveles de este con la cantidad sérica en el becerro para obtener
inmunidad, la absorcion y aprovechamiento de anticuerpos es facilmente medible,
mediante la observacion de la concentracion total de proteinas plasmaticas
utilizando un refractometro, cuyo valor se correlaciona con los valores absolutos,
consideran que valores superiores a 65 g/l se consideran Optimos y las

concentraciones inferiores a 50 g/l son inadecuadas (Maier et al., 2019).
2.4.  Absorcion del calostro

En el calostro existen componentes protectores que le confieren a los anticuerpos
la capacidad de resistir a la degradacion estomacal para que puedan ser absorbidos
de manera eficiente en la luz intestinal, dentro de los principales mecanismos que
actan en la disminucién de la degradacién digestiva esta relacionado con la baja
actividad de la proteasa pancreatica en el neonato, ademas el calostro presenta
inhibidores de la tripsina, y la capacidad proteolitica de la quimiotripsina, también
por su capacidad tamponante amortigua la capacidad metabdlica activa de &cido
clorhidrico a nivel de abomaso por lo que se propician mayores oportunidades para

que se absorban los anticuerpo en mayor cantidad (Lopez et al., 2022).

En el borde de cepillo del lumen intestinal las células que participan de manera
activa son los enterocitos, los cuales son altamente especializados en absorber
macro y micromoléculas de forma no selectiva, aunque los anticuerpos
especialmente las inmunoglobulinas son transportadas por pinocitosis y transporte
vesicular necesariamente por ser procesos de absorcion rapidos y eficaces (Hue et
al., 2021).

2.5.  Mecanismos de proteccién digestivo

El calostro al ser un componente alimenticio altamente nutritivo puede ser utilizado
como fuente de crecimiento por parte de bacteriano patdgenas, sin embargo, el
calostro en su composicion posee fuentes antimicrobianas a niveles limitados, una
de ellas es la lactoferrina, la cual se ha identificado como una proteina fijadora de

hierro, esta actua disminuyendo la biodisponibilidad de este elemento, inhibiendo



el crecimiento de algunos microorganismos dependientes de hierro para su

desarrollo (Suérez et al., 2016).

En el calostro también se encuentra presente el citrato, el cual es un compuesto
intermedio del ciclo de Krebs, un compuesto formado por condensacion entre el
acetil-CoA y oxalaceteto, los microorganismos lo utilizan como una fuente
alternativa para la produccion autéloga de energia su disponibilidad definen al
calostro normal como bacteriostatico para enterobacteriales que tienen la capacidad
de utilizar este compuesto como por ejemplo E. coli, metabdlicamente, las
condiciones en el intestino delgado de los terneros aparentemente favorecen la
accion de la lactoferrina ligada al citrato para actuar como un bacteriostatico
calostral (Velasquez et al., 2022).

Un componente antibacteriano de importancia bioldgica encontrado en el calostro
es el complejo lactoperoxidasa/tiocianato/hidrogeno peroxidasa, el cual es un
potente inhibidor del crecimiento bacteriano por medio de la obtenciéon de un
metabolito de oxidacion, de forma desarrollada la lactoperoxidasa se metaboliza
por las células epiteliales acinares de la glandula mamaria, el anion tiocianato estan
presentes en la leche, son sales que se secretan en el estdmago del ternero y la leche
de vaca contiene glucosa y glucosa oxidasa, que proporcionan peroxido de
hidrogeno; El peroxido de hidrogeno también es producido por los lactobacilos, que
son las bacterias predominantes en la flora del estbmago y del intestino delgado de
los terneros recién nacidos. Asi, todos los componentes de este sistema protector
estan presentes en el ternero in vivo e impiden que los microorganismos patégenos

utilicen el calostro como fuente nutritiva (Wills et al., 2020).
2.6. Diarreaen neonatos

En las areas de cria de la industria lechera las diarreas neonatales son uno de los
problemas de mayor importancia que comprometen el bienestar animal, causa
pérdidas econdémicas y ocasiona aumento en los indices de morbilidad y
consecuentemente mortalidad en esta fase del desarrollo, esta condicién patoldgica
puede ser causada por una diversidad de factores relacionados con el entorno, la
nutricién, condiciones de susceptibilidad del ternero, factores de virulencia de los

agentes infecciosos vinculados, etc., (Haagen et al., 2021).
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El diagnostico oportuno de un cuadro diarreico dependera en gran medida de la
capacidad profesional del técnico encargado de la fase de cria, tomando en cuenta

los factores involucrados y su correlacion entre ellos

El control exitoso de un brote dependera del reconocimiento de los factores
importantes en ese brote y la correccion de los problemas. La identificacion de los
agentes infecciosos involucrados es importante porque permite un enfoque l6gico
para el control de la enfermedad. Los consejos apropiados sobre nutricion,
suministro de calostro, vacunacion, higiene y uso de antibiéticos solo se pueden dar
si esta claro qué agentes infecciosos estan presentes y cual podria ser su
contribucion al proceso de la enfermedad (Machado & Ballou, 2022).

2.6.1. Mecanismos causales de la diarrea

En los intestinos del becerro, especialmente en el intestino delgado ocurren
procesos metabdlicos importantes, esta es una seccién del tubo digestivo
considerado de alto flujo de liquidos, hasta esta porcion llega parte del alimento
digerido conteniendo secreciones salivares, jugos gastricos, jugos con enzimas
pancreaticas, provenientes del higado, etc., en el intestino delgado generalmente a
mas de que se secreta liquidos fundamentales para el proceso digestivo en esta parte
también se absorbe aproximadamente el 95% de los nutrientes ingeridos, cuando
ocurre un desequilibrio entre la secrecion y absorcion, con ventaja hacia la
secrecion, se desencadena un importante proceso denominado diarrea, la cual es
inducida por perdida de grandes volumenes de liquido, y disminucion en la funcién
de absorberlos (Maier et al., 2022).

2.6.2. Transporte de iones alterado

Una de las causas de diarrea también es provocada por alteracion del transporte de
iones, generalmente por procesos inflamatorios que provocan un reducida
absorcion de sodio por parte de los enterocitos, este proceso patologico también
provoca un aumento en la secrecién de iones de cloruro por parte de las células
enterociticas ubicadas en las criptas intestinales, la principal etiologia de estos
procesos inflamatorios son debido a enzimas y sustancias citotdxicas liberadas por
algunos entero patogenos como claro ejemplo las enteritis producidas por la
virulencia de Escherichia coli enterotoxigénica (Belay & Mekibib, 2022).

11



En gran parte de los casos y la dependencia de la gravedad de las diarreas se debe
a ciertas cepas enteropatdégenas muy virulentas, un claro ejemplo es la expresion de
componentes adhesivos fimbriales que le confieren a los microorganismos la
capacidad de resistir y evadir la fagocitosis, ademas de que le otorga la facilidad de
mantenerse adherida por un largo periodo a la mucosa de los intestinos del huésped,
junto con este factor de virulencia suelen expresarse otros factores como por
ejemplo la produccion de la toxina termolabil, especificamente la subunidad A la
cual activa una enzima llamada adenilato ciclasa involucrada en estimular la
produccion en masa del monofosfato de adenosina ciclico intracelular (AMP
ciclico). Este provoca efectos toxicos en los enterocitos y células de la cripta
desencadenando una disminucion progresiva de la absorcion de ciertos iones
especialmente de sodio, provocando una reducida absorcion de agua y aumento en
las perdidas hidroelectroliticas a partir de los componentes a partir del espacio
intercelular e intracelular, también la enterotoxina estable, de manera conjunta
activa la guanilato ciclasa, que provoca el estimulo para la sintesis intracelular de
monofosfato de guanosina ciclico (GMP ciclico), que probablemente estimula la

secrecion y reduce la absorcion (Taylor et al., 2017).
2.6.3. Malabsorcion pasiva

Una de las causas de diarrea son los sindromes provocados por la mala absorcion
de agua, este proceso patologico se debe a un aumento de la presion hidrostatica
tisular que provoca aumento en la pérdida hidroelectrolitica, la superficie de
absorcion intestinal es disfuncional propiciando una reducida captacién de iones de

sodio en el lumen del intestino (Toscano, 2019).

Variaciones morfocelulares en la superficie intestinal provocan también un
sindrome de malabsorcidn, en principio porque existe una reduccién parcial del area
con capacidad absortiva ocasionando la hiperconcentracion iénica en el lumen
intestinal la que general dilucion fecal y diarrea, la atrofia y disminucién del area
de absorcion en el intestino delgado es debido principalmente a proceso
degenerativos de caracter inflamatorio, en principio los cuadros entericos
ocasionados por patdgenos infecciosos son la una de las causas de las variaciones

morfocelulares (Singh et al., 2019).
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Ante posibles situaciones que provoquen una disminucion del ndmero de
enterocitos presentes en el borde de cepillo intestinal ocurre la pérdida de la
capacidad absortiva lo que permite concentrar y diluir el contenido fecal. Algunos
agentes infecciosos pueden causar otro tipo de metaplasia celular, un claro ejemplo
son las hipertrofias de las criptas originada por agentes virales, lo que puede

conducir a una diarrea inducida por desequilibrio osmético (Chae et al., 2021).
2.6.4. Presion hidrostatica tisular y aumento de la permeabilidad

Las diarreas por pérdidas hidroelectroliticas a causa del aumento en la presién
hidrostatica tisular también se presentan como cuadros patoldgicos con una
casuistica relativamente alta, esta condicion patoldgica propicia un aumento en la
permeabilidad de la mucosa intestinal, lo que ocasiona que las pérdidas en gran
parte sean por fuga desde el espacio transcelular e intracelular enterocitico (Bilbao
etal., 2011).

Cuadros inflamatorios cronicos y severos ocasionan fibrosis del epitelio intestinal
impidiendo que exista recambio celular y actividad metabdlica constante por parte
de los enterocitos, es comun observar que ciertas cepas enterotoxigénicas de
Salmonella ocasionen este cuadro patolégico, ademds existe cierta capacidad
virulenta de este tipo de etiologia que provoca diarreas hemorragicas y perdida de

constituyentes sanguineos (Bilbao et al., 2011).
2.7. Tipos de diarrea

Independientemente de la fisiopatologia de las diarreas, estas condiciones se
engloban en dos tipos principales.

2.7.1. Diarreasecretora

Es una condicién que resultado de la alteracion de la permeabilidad intestinal,
establecido por la cantidad neta de liquido que se fuga a través del epitelio intestinal
hacia el lumen independientemente de las condiciones alimenticias, su
caracteristica patologica es que siempre se encontraran heces isotdnicas, acuosas y
alcalinas ya que el ileon secreta gran calidad de sodio y bicarbonato, las principales
causas se relacion a los microorganismos bacterianos enteropatégenos como

Salmonella spp., E. coli, etc., (Haagen et al., 2021).
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2.7.2. Diarrea osmbtica

Esta condicidn es determinada por que las heces diluidas presentan una alta carga
osmolar originada por ciertos componentes no digeridos, su principal responsable
son los alimentos que producen intolerancia e inflamacion intestinal ademas de
reacciones de hipersensibilidad intestinal que libera citoquinas proinflamatorias,
esta diarrea se caracteriza por heces liquidas, con particulas de alimento no digerido
el pH de las heces es acido con variaciones que dependen de la cantidad de lactosa
fermentada, ademas de &cidos grasos volatiles de cadena corta o acido lactico
(Bilbao, 2013).

Los sindromes de malabsorcion y maladigestion presentan diarreas de caracter
osmotico, el volumen de heces es significativamente menor que el presente en las
diarreas secretoras, una alternativa para su control es propiciar nutricion parenteral
y ayuno intermitente, los principales agentes etioldgicos vinculados a este tipo de

diarreas son los agentes virales (Arroyo, 2017).
2.8. Efectos de la diarrea y sus signos clinicos

Las diarreas pueden ocasionar signos localizados de patologia asi como signos
sistémicos de un proceso morboso que eventualmente podrian llevar a la inanicion
y consecuentemente a la muerte, es de vital importancia comprender que perdidas
hidroelectroliticas de aproximadamente el 7% del peso corporal ocasionan signos
clinicos de deshidratacion con compromiso cardiovascular, cuando las pérdidas
hidroelectroliticas ascienden al 30% del peso corporal provoca fallo multiorgéanico,
inanicion y muerte(Pardo & Oliver, 2012).

Las principales variaciones por los distintos niveles de deshidratacién provocados
por las diarreas ocurren principalmente a nivel del plasma sanguineo disminuyendo
su volumen y aumento su paquete celular, los signos indicativos son enoftalmia
aumento de la turgencia del pliegue cutaneo, hipotension arterial, aumento del gasto
cardiaco, vasoconstriccion periférica, la misma que acarrea a una pobre perfusion
tisular, isquemia y disminucién del metabolismo, por lo tanto es comdn observar
extremidades frias, la temperatura rectal aumenta a valores criticos para la vida
hasta que el paciente entra en shock sostenido y fallo organico (Umpiérrez, 2016).
(Lértora, 2016).
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Las diarreas suelen exacerbarse con cuadros de desbalance metabolico,
encontrando también acidosis metabdlica, para su establecimiento existen factores
desencadenantes que agravan su fisiopatologia, uno de ellos es la importante
pérdida de iones de bicarbonato y sodio en las heces, considerando también la
absorcion de acidos producto de la fermentacion microbiana de fuentes energéticas

no digeridas en el intestino del paciente (Bilbao et al., 2019).

La funcion renal también se ve afectada por las diarreas y la deshidratacion
acompafiante, ya que como se menciond anteriormente el compromiso existente en
el volumen plasmatico también vincula la disminucién de la perfusién renal, por lo
tanto, la reabsorcion de ciertos iones a nivel de los tubulos renales se reduce al

minimo por lo que se intensifica la cronicidad del caso (Bilbao et al., 2019).
2.9. Cambios metabdlicos provocados por las diarreas

En los terneros las diarreas afectan de manera importante los mecanismos de
regulacion metabdlica energéticas, generalmente la hipoglicemia es en gran medida
lo que conlleva a la inanicién y a la muerte, este desbalance energético negativo es
producto de la anorexia, limitacion en la absorcion de nutrientes, inhibicion de los
mecanismos de gluconeogénesis, consumo oxidativo de las fuentes energéticas por
parte de las endotoxinas bacterianas en el higado, este problema metabdlico causa
una serie de signos como debilidad, letargo, convulsiones y en Gltima instancia el

coma y la muerte (Sosa et al., 2018).

La disminucion de los niveles de glucosa en sangre del neonato estimulan la
produccidn y secrecion de corticoides, la evidencia demuestra que la corticosterona
e hidrocortisona son los esteroides enddgenos mas elevados en los momentos de
hipoglicemia y previos a la inanicion y muerte, este evento biologico se da como
medida emergente y como estimulo para iniciar con el proceso de gluconeogénesis,
sin embargo este propésito puede ser inhibido por otros bioldgicamente activos
(Machado & Ballou, 2022).

Dentro de los disturbios metabolicos mencionados anteriormente, la acidosis, la
hiperpotasemia e hiponatremia son en gran parte de los casos factores
desencadenantes, esta condicién estimula el aumento plasmatico de aldosterona

como mecanismo compensatorio a fin de retener sodio y agua (Sosa et al., 2018).
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2.10. Manejo terapéutico de la diarrea

De manera prioritaria se debe corregir las pérdidas hidroelectroliticas provocadas
por las diarreas, la restauracion del volumen plasmatico estd indicado como
método preventivo de shock, acidosis, inanicion, etc., en los terneros se debe
evaluar el grado de severidad de la deshidratacion provocada por las diarreas, una
alternativa fiable en los neonatos bovinos es la correccion mediante el suministro
oral de soluciones isotonicas, con cantidades suficientes de miliequivalentes de
potasio K* y bicarbonato HCO3", Sodio Na*, y glucosa de cuantificacion equimolar
(Tiranti et al., 2015).

La reposicion se debe formular estimando las pérdidas en funcion al grado de
deshidratacién considerando el tiempo que lleva establecido el cuadro diarreico y
los signos clinicos presentes, las rutas metabdlicas utilizadas son las vias de
absorcion de la glucosa, los aminoacidos y el citrato, ya que en cada una de las rutas
mencionadas utilizan el agua como transportador de moléculas y catalizador de
reacciones enzimaticas, tomando en cuenta la inclusion de un aproximado de 80 a
100 mmol/L de HCO3 como iniciador (Arroyo, 2017).

La glucosa de maiz es utilizada como la principal fuente de energia en inclusiones
para preparacion de rehidratantes orales, estas soluciones deben contener al menos
375 mmol/L de glucosa como medida correctiva del déficit calorico provocado por

la suspension de la dieta del ternero a causa de la diarrea (Franco et al., 2015).

En dependencia de la identificacion de la etiologia de la diarrea se puede prescribir
una terapia de soporte a base de antimicrobianos, considerando dos posibles
escenarios: colonizaciones por agentes infecciosos como Salmonella spp.
Escherichia coli enteropatégena, el tratamiento debe realizarse en el mejor de los
casos con un enfoque primario a partir de la utilizacion de antibiéticos de amplio
espectro, y de forma secundaria mediante los ensayos de asilamiento, identificacion
y antibiograma de los posibles agentes causales de las diarreas en los neonatos
bovinos (Hervé et al., 2017).

Aunque en la mayoria de las unidades productivas no se emplean ensayos
diagnosticos y medicidon de la susceptibilidad de los agentes infecciosos causantes

de diarrea neonatal en terneros se debe realizar estudios controlados con un niimero
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suficiente de animales que permita tener pautas terapéuticas y consensos de manejo

terapéutico de las diarreas en terneros (Zenén, 2019).

Existen diversos puntos contraproducentes que limitan la administracion de
antimicrobianos en animales jovenes uno de ellos son las posibles consecuencias
en la flora microbiana ruminal e intestinal, disminucion del desarrollo y crecimiento
etc., (Zendn, 2019).

De manera desventajosa la prescripcion y administracion de antibiéticos, aumenta
de manera significativa los costos de produccion ya que en la fase de cria
generalmente los animales son considerados como improductivos por lo que no es
retribuible la administracion de medicamentos, ademas otro punto negativo es la
posible aparicion de cepas multirresistente que limitaria las tasas de curacion y

aumentarian los indices de morbilidad y mortalidad (Caffarena, 2017).
2.11. Etiologias de las diarreas

las enteritis en los terneros son causadas por un diverso numero de agentes
patdgenos de distintas indoles, los cuales son diferenciados entre si por las diversas
caracteristicas que poseen y los distintos factores de virulencia que conservan cada
uno de estos, su colonizacion en el epitelio intestinal provoca reducciones del
rendimiento, crecimiento y desarrollo, las posibles etiologias se encuentra
vinculadas a virus, bacterias, protozoarios y de forma esporadica hongos y
endoparasitos, aunque también es posible encontrar dos o0 mas agentes infecciosos

de manera conjunta provocando cuadros diarreicos (Moreira, 2022).

Existen factores que influyen de forma directa en la colonizacién y establecimiento
de uno o mas agentes etiolégicos de forma conjunta, entre los méas destacables
estan; el estrés, protocolos sanitarios inadecuados, ambientes contaminados, el
hacinamiento, subnutricion, condiciones ambientales desfavorables, manejo
inadecuado de los casos positivos, etc., todos los mencionados representan un
riesgo considerable en el desencadenamiento de un posible brote diarreico en una

unidad productiva (Gonzalez et al., 2020).

Los cuadros diarreicos causan de manera consecuente distintos grados de
deshidratacién. Los microorganismos involucrados pueden ser virales, bacterianos

y de origen protozoarico, los cuales se detallan en la siguiente tabla;
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Tabla 1.
Causas infecciosas mas importantes de diarreas en terneros(as)

Agentes patdgenos mas importantes causantes de diarreas en terneros(as)

Agente Tipo Periodo de patencia
Cryptosporidium spp. Protozoario 3 a33dias
Eimeria spp. Protozoario A partir de 21 dias
Salmonella spp. Bacteria G- 1a 30 dias
Escherichia coli Bacteria G- 1 a 31 dias
Escherichia coli k99 Bacteria G- 1a 10 dias
Clostridium perfringens Bacteria G+ Hasta 10 dias
Coronavirus Viral 1a 30 dias
Rotavirus Viral 1a 32 dias
Diarrea viral bovina Viral 2 a 30 dias
(DVB)

Fuente: Blanchard, (2012).

2.11.1. Escherichia coli

La gendmica microbiana ha sido un gran paso en la identificacién de 3 subespecies
de E. coli que poseen como factor de virulencia la expresion de una enterotoxina
termolabil y una enterotoxina termoestable, las cuales propician a este
microorganismo interactuar de manera patdégena en el epitelio intestinal
provocando inflamacion y por ende cuadros diarreicos, esta enterobacteria se
denomina como E. coli enterotoxigénica (ETEC) y puede estar presente tanto en la
racion liquida de los terneros como en ambientes contaminados, es altamente
contagiosa y zoonotica.

Existe una tercera subespecie de E. coli la cual no posee dentro de sus factores de
virulencia un factor especifico de expresion de enterotoxinas, esta cepas poseen
componentes antigénicos especificos los cuales pueden provocar una exacerbada
respuesta inflamatoria y dafio en el epitelio intestinal a nivel de duodeno, yeyuno e
ileon, asi como en ciertas porciones del colon, se denomina enteropatégena y es la

clésica responsable de los cuadros enterohemorragicos (Mohammed et al., 2019).
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2.11.1.1. Patogenia

La Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) es la responsable de cuadros
diarreicos hiperagudos, clasicamente provoca diarreas secretoras de intensidad
severa, su patogenicidad provoca en el ternero acidosis metabdlica con disminucién
progresiva del bicarbonato plasmatico, también existe una reduccion significativa
del pH sanguineo, hiperpotasemia e hipoglicemia, de manera complementaria al
evaluar la perfusion renal se puede aprecia una considerable reduccion en la
reabsorcion de potasio K™, y de forma inconsistente hiponatremia e hipocloremia
(Ngeleka et al., 2019).

Las diarreas provocadas por E. coli provocan grados variables de deshidratacion
que generalmente suele ser superior al 8% lo que provoca eritrocitosis relativa por
reduccion el volumen sanguineo de caracteristicas no celulares, ademas la
inflamacion provocada por esta bacteria suele ser evidente en las analiticas
realizadas al huésped, aungue, algunos autores mencionan gue en este estado existe
una deliberada produccion de citoquinas proinflamatorias y hormonas emergentes
que provocan cambios leucocitarios, ya que la E. coli enterotoxigénica (ETEC)
propiamente provoca liberacion y activacion de células inmunitarias inmaduras que
no suelen alcanzar su estado de toxicidad, es méas probable que estos hallazgos

respalden la septicemia ocasionada (Yadegari et al., 2019).
2.11.1.2. Signos clinicos

Existe una amplia variabilidad en la presentacion de los signos provocados por este
microorganismo, ocurriendo desde una diarrea leve que en algunos casos suele
tener recuperacion espontanea, signos de deshidratacidn, debilidad, diarrea,
hipertermia y en algunos casos hipotermia, shock, en algunos casos fallo
multiorganico producto de la endotoxina y muerte dentro de las 4 a 12 horas

después de la aparicion de los signos graves (He et al., 2022).
2.11.1.3. Diagnostico

El diagnostico debe fundamentarse en los hallazgos de la historia clinica,
considerando los datos inherentes al paciente, anamnesis referida al tiempo de
manifestacion de los signos y la exploracion fisica tomando en cuenta la variacion

de las constantes fisioldgicas como indicativo de procesos morbosos causados por
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esta bacteria, ademas los resultados de los analisis laboratoriales ya que esta
bacteria predominantemente afecta animales jovenes con déficits inmunitarios o
conalgun (Gull, 2022).

Ante las alteraciones hidroelectroliticas, como medida diagnostica se puede tomar
en cuenta a la respuesta organica por parte del ternero a la reposicién de liquidos,
ademas, se puede diagnosticar mediante métodos de inmunoensayos con la
comprobacion de anticuerpos especificos para este tipo de E. coli, sin embargo, hay
que considerar que el método de mayor sensibilidad y especificidad es el
aislamiento e identificacion de la bacteria, asi como la caracterizacién de que posea
antigenos F los cuales son un factor de virulencia propios de esta cepa bacteriana,
ademas es prescindible la realizacion de un antibiograma con el reporte de las
pruebas de susceptibilidad como medida orientativa de la terapéutica que se

aplicara (YYadegari et al., 2019).
2.11.1.4. Tratamiento

De manera inicial se debe proporcionar una terapia de reemplazo hidroelectrolitico
en dependencia de la situacién del paciente se lo realizara con fluidos isoténicos de
forma intravenosa, este enfoque terapéutico permite también reponer la
hipoglicemia, hiponatremia, y corregir la acidosis metabélica e hipercalemia,

siendo fundamental para reestablecer la homedstasis del paciente.

La terapia con antibioticos es necesaria para disminuir el impacto de la endotoxemia
y la bacteriemia por parte de E. coli, se ha evidenciado que la amoxicilina a una
dosis de 10 mg/kg P.O. cada 12 horas determina buenas tasas de curacion y
recuperacion, si se sospecha de cepas resistente a este antibidtico se recomienda
utilizarlo acompafado de un inhibidor de betalactamasas como el &cido clavulanico
considerando un aumento de dosis a 12,5 mg/kg P.O. cada 12 horas, durante al
menos 3 dias para alcanzar el objetivo terapéutico contra esta bacteria (Gharieb et
al., 2019).

2.11.2. Salmonella spp.

Salmonella spp. son enterobacterias Gramnegativos que pueden evadir la
fagocitosis y los mecanismos de resistencia inmunitaria del huésped mediante

invasion intracelular somatica, son considerados como aerobios facultativos y
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ocasionan una gama amplia de condiciones clinicas desfavorables, las cuales
pueden ir desde bacteriemias hiperagudas hasta portadores asintomaticos (Gharieb
etal., 2019).

Algunas Salmonella spp. se clasifican en funcién a la presencia del antigeno O,
independientemente de su BLAST de diferenciacion a estas bacterias se las puede
clasificar como A, B, C, D y E, la clasificacion B comprende a S typhimurium la
cual es una etiologia comun de diarreas en terneros, ademas S. newport, S. infantis
y S. montivideo pertenecen al grupo C y S. anatum, S. muenster al grupo E (Whon
etal., 2021).

2.11.2.1. Signos clinicos

Los principales signos clinicos observados son fiebre, diarrea, signos de
deshidratacion, debilidad, signos de anemia por la reduccion del volumen de células
empaquetadas (PCV) producto de la enteritis hemorragica como las provocadas por
las salmonelas del grupo B, C y E en ternero, la aparicién de algunos signos es
impredecible y en muchos casos la fiebre suele evidenciarse cuando el caso es

severo (Duefias et al., 2017).

La presencia de sangre aparente en heces ademas de la presencia de mucosidad en
las mismas, pueden ser signos que anteceden a la posible presentacién de un cuadro
diarreico de origen bacteriano, en dependencia de la cepa infectante y la gravedad
del caso en algunos terneros se puede observar signos clinicos de fisitis séptica,

artritis, meningitis, neumonia, endocarditis, etc., (Liang et al., 2020).
2.11.2.2. Diagnostico

El diagnostico de las enteritis infecciosas causadas por Salmonella se basa en
métodos de aislamiento e identificacion bacteriana rutinarios, como los cultivos en
medios especificos y diferenciales de muestras de heces en cepas de tipo B, Cy E,
aunque se requiere de otros métodos para la deteccion de otras cepas como S.
Dublin a partir de muestras de suero sanguineo para la identificacion y tipificacion
de anticuerpos especificos, asi como de lavados transtraqueales, biopsias de tejido
pulmonar, muestras de liquido sinovial, sangre para hemocultivo, etc., aunque

actualmente los métodos moleculares como la reaccion en cadena a la polimerasa
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en retrotranscripcion o multiplex (PCRrt- PCR multiplex) son de los maés

especificos y sensibles para el diagndstico (Aleri et al., 2022).
2.11.2.3. Tratamiento

La primera opcion terapéutica son los antibidticos, considerando en primera
instancia aquellos de amplio espectro antimicrobiano para reducir el efecto de
infecciones secundarias por impacto de la enteritis provocada por la causa primaria
(Salmonella spp.), es importante menciona que los antimicrobianos utilizados para
salmonelosis deben ser acompafiados de una terapia de soporte y reposicion
hidroelectrolitica de carécter isoténico, ademas se debe proporcionar una nutricion
balanceada que permita mantener las reservar energéticas y el estado de salud con
un minino de consumo de 0.8% a 1.2% de peso vivo en base a la materia seca de la

dieta suministrada (Renaud et al., 2019).

Las salmonelosis en la fase de cria de una explotacion bovina debe ser considerada
como un problema critico que requiere la toma de decisiones basada en el grupo de
animales, la susceptibilidad de la cepa causante de la patologia, la capacidad
metabdlica de los animales enfermos, la disponibilidad del medicamento, etc,
aunque de momento las revisiones y reportes menciona que las sulfamicinas
potenciadas como el sulfametoxazol + trimetoprim a una dosis de 8-10 mg/kg de
peso vivo cd 24 horas exhiben buenas tasas de curacién y muy buen para la

inhibicidn del crecimiento bacteriano (Renaud et al., 2019).
2.11.3. Clostridium perfringens

Las enfermedades clostridiales son consideradas como mortales debido a que
ocasionan de forma esporadica una enterotoxemia hiperaguda, la bacteria mas
comunes el C. perfringens tipo C especialmente en trastornos gastrointestinales en
terneros recién nacidos, aungque también se ha documentado que esta infeccion
puede afectar significativamente los indices de morbilidad y mortalidad en terneros
con edad superior a los 3 meses de vida (Liu et al., 2022).

C. perfringens es identifica como una bacteria anaerobica estricta de caracteristicas
Gram positiva en la observacion microscopica, en los rumiantes este
microorganismo se encuentra como saprofito digestivo y un componente

desencadenante de sus factores de virulencia generalmente es la ingesta de grandes
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cantidades de carbohidratos altamente digeribles y proteinas soluble, creando una

superinfeccion de la luz intestinal con expresion de exotoxinas (Selim et al., 2017).

La endotoxemia en los casos esporadicos con evidencia hiperaguda suele ser dificil
de diagnosticar, el principal indicio es el consumo de forma intensiva de fuentes de
concentrado altamente energético, en los terneros recién nacido un factor de riesgo
la administracion de altas cantidades de leche o sustituto de leche con alta densidad
energética suministrado de forma copiosa, aunque la alimentacion de cereales y

concentrados también originan este problema infeccioso (Derix et al., 2023).
2.11.3.1. Signos clinicos

La enterotoxemia se puede manifestar por signos agudos o sobreagudos, los cuales
inician con manifestaciones de colico, abdomen agudo, o distencion ruminal,
diarrea con escasa liquides y en algunos casos hemorragicas, depresion, shock y
muerte sUbita, la caracteristica principal de las enfermedades digestivas por
clostridium es que los signos progresan de una forma rapida y subita, el rumen se
distiende en un inicio y junto con los colicos abdominales anteceden aparicion de
la diarrea, las cepas de la bacteria mencionada expresan la activacion de sus factores
de virulencia una vez que han alcanzado el umbral de colonizacion y poblacion

bacteriana necesaria para afectar la salud del ternero (Gull, 2022).
2.11.3.2. Diagnostico

El diagnostico absoluto de enterotoxemia causada por organismos de tipo C
requiere el cultivo de C. perfringens del intestino, la genotipificacion para
determinar que el aislado es de tipo C, la demostracion de lesiones macroscopicas
0 histologicas vy, si esta disponible, la prueba para identificar la toxina beta de la
bacteria en intestino de casos fatales. En las enterotoxemias tipo B y tipo D menos
comunes en el ganado, el diagndstico absoluto requiere la demostracion de la toxina
épsilon de tipo D ademas de la identificacion del organismo por cultivo y

genotipado (Derix et al., 2023).
2.11.3.3. Tratamiento

El tratamiento de apoyo requiere fluidos intravenosos como cristaloides y coloides

entre ellos solucion Hetastarch en bolos de 5 a 10 ml/kg con electrolitos y glucosa
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apropiados para rehidratar al ternero. Idealmente, se debe administrar penicilina
potasica o sddica 1V a una dosis de 44 000 Ul/kg IV cada 6 horas durante las
primeras 24 a 48 horas de tratamiento, pero luego se puede reemplazar con
penicilina procainica a una dosis de soporte de 44 000 Ul/kg IM cada 12 horas si el
ternero esta mejorado (Gull, 2022).

Los terneros que estan en shock también pueden recibir dexametasona o flunixin
de meglumina a una dosis de 0,5a 1,1 mg/kg IV como tratamientos de una sola vez,

para disminuir el impacto del shock (Derix et al., 2023).
2.11.4. Otras causas infecciosas de diarrea en terneros

Tabla 2.
Agentes poco comunes causantes de diarreas en terneros.

Agente

Tipo

Signos

Tratamiento

Giardia lambia

Protozoario

A menudo no hay
sefales. Alta
morbilidad, baja

Fenbendazol 15
mg/kg oral
durante 3 dias

mortalidad. Diarrea
en terneros de 2 a
12 semanas de edad

Campylobacter spp. Bacteria Diarrea Reposicion
(jejuni, fecalis, or sanguinolenta y volem.lca con
. mucosa fluidos
coli) .
intravenosos.
Antibidticos como
tetraciclinas o
eritromicina
Clostridium Bacteria Diarrea, debilidad, Terapia de soporte
difficile apatia, anorexia, en base a la
deshidratacion, sinologia

fiebre, ataxia.

Fuente: Garcia et al., (2022).

2.12. ldentificacion bacteriana
2.12.1. Métodos fenotipicos de identificacion

Estos métodos estan consolidados en los laboratorios de microbiologia y en la

practica rutinaria, los mismos que muestran algunas limitaciones que se observan
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de manera especifica y méas evidente para algun tipo de microorganismos. La
identificacion bacteriana se realiza por medio de métodos convencionales, basados

en las caracteristicas fenotipicas y patrones bioquimicos (Bou et al., 2011).

Estas metodologias se basan en las caracteristicas observables de las colonias
bacterianas, como su morfologia, desarrollo, y propiedades bioquimicas vy
metabdlicas. El cultivo, cuando es factible, continta siendo el método diagnostico
de eleccién; permite el aislamiento del microorganismo implicado, su
identificacion, y el estudio de sensibilidad a los antimicrobianos (Ramirez & Vélez,
2016).

En el proceso de identificacion bacteriana tradicional se establecen tres niveles de

procesamiento:

a) Todas las caracteristicas fenotipicas conocidas son importantes y hay que
tenerlas en cuenta cuando se inicia el proceso de identificacion, pero en principio
se seleccionan aquellas que se consideran pruebas primarias, que son rapidas y
sencillas de realizar, como la morfologia en la tincién de Gram u otras tinciones,
crecimiento en diferentes atmdsferas de incubacion, crecimiento en varios tipos de

medios de cultivo (Gonzales, 2019).

b) El segundo nivel de identificacion debe especificar el género al que pertenece el
microorganismo. Tanto en este nivel como en el anterior, la hipdtesis sobre la
probable identidad de un microorganismo se apoya en las caracteristicas del cultivo
(Gobernado & Lépez, 2003).

c) Por altimo, la conclusion debe hacerse con la identificacion a nivel de especie.
El empleo de ciertas pruebas bioguimicas permite identificar con un alto grado de

precision la mayoria de las bacterias clinicamente significativas (Gonzales, 2019).
2.12.1.1. Caracteristicas microscépicas

El estudio microscopico en fresco y tras tincion revela la forma, la manera de
agruparse, la estructura de las células y su tamafio. Las tinciones son el primer paso,
y ocasionalmente el inicio para la identificacién bacteriana, se considera una
herramienta de la que nos servimos para hacer un diagnéstico provisional en el

proceso de identificacion de la mayoria de las bacterias teniendo en cuenta también
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el tipo de muestra y el diagndstico presuntivo del proceso infeccioso. Estos son

algunos de los términos utilizados:

o Tincion: uniforme, irregular, unipolar, bipolar, etc.

o Forma: cocos, bacilos, cocobacilos, filamentosos, bacilos curvos, etc.

o Endosporas: ovales, esféricas, terminales, subterminales

o Tamafio: cortos, largos, etc.

o Bordes laterales: abultados, paralelos, concavos, irregulares

o Extremos: redondeados, puntiagudos

o Disposicion: parejas, cadenas, tétradas, racimos, etc. (Vazquez etal., 2011)
2.12.1.2. Caracteristicas macroscopicas

La morfologia de las colonias es fundamental en la identificacion preliminar y para
la diferenciacion de los microorganismos. Para la observacion morfologica es
preferible examinar colonias de cultivos frescos crecidas en medios no selectivos.
Las colonias de una unica especie, cuando crecen en medios especificos y bajo
condiciones idoneas se describen por sus caracteristicas de tamafio, forma,

consistencia, y a veces por su color.

Algunos microorganismos producen una colonia pigmentada, lo que puede ser de
ayuda en el proceso de identificacion (ejemplo: Pseudomonas aeruginosa
(pigmento verde), Serratia marcescens (pigmento rojo) aunque en una misma

especie puede haber cepas no pigmentadas, etc. (Vargas & Kuno, 2014).

En los medios de cultivo las bacterias se multiplican y es necesario esperar al menos
18-24 horas para visualizarlas. Necesitan una fuente de energia, una fuente de
carbono, una fuente de nitrégeno, algunas sales, oligoelementos y agua. Todos los
medios de cultivo han de cumplir como minimo con estos requisitos, pero en
muchas ocasiones se necesitan ademas otras sustancias adicionales como vitaminas,

factores de crecimiento o amino&cidos esenciales (Montero et al., 2017).

Requisitos de crecimiento; Aerobias estrictas, que crecen solo en atmosferas en
donde la presencia de oxigeno predomine, también anaerobias estrictas, que solo

crecen en atmosferas en donde la concentracion de oxigeno es inferior a la de otros
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gases y facultativas, que crecen tanto en aerobiosis como en anaerobiosis.
Microaerofilicas, que crecen mejor en una atmosfera con reducida concentracion
de oxigeno y capnofilicas, que requieren CO2 adicional para crecer (Montero et al.,
2017).

2.12.2. Pruebas bioquimicas

Las pruebas bioguimicas permiten determinar las caracteristicas metabolicas de las
bacterias consideradas como objeto de identificacion. Algunas de estas pruebas son
técnicas rapidas, ya que evalUan la presencia de una enzima preformada y su lectura

varia.

o Catalasa: La catalasa es un enzima presente en la mayoria de los
microorganismos. Las bacterias que sintetizan catalasa hidrolizan el perdxido de
hidrogeno en agua y oxigeno gaseoso que se libera en forma de burbujas, cuando
se afiade agua oxigenada a colonias bacterianas positivas a esta prueba (Azcano et
al., 2020).

o Oxidasa: Esta prueba sirve para determinar la presencia de enzimas
oxidasas. La reaccion de la oxidasa se debe a la presencia de un sistema
citocromooxidasa que activa la oxidacion del citocromo presente en la tirilla
requerida para esta prueba (Ema et al., 2022).

o Ureasa: Determina la capacidad de un organismo de desdoblar la urea
formando dos moléculas de amoniaco por accion del enzima ureasa. Esta actividad
enzimatica es caracteristica de todas las especies de Proteus y se usa sobre todo
para diferenciar este género de otras enterobacterias que dan negativo o positivo
retardado (Liu et al., 2017).

o Indol: Mediante esta prueba se detecta la liberacion de indol en un cultivo
bacteriano. Dicha liberacion se debe a la degradacion del aminoacido triptéfano
mediante el enzima triptofanasa (Pringle et al., 2017).

o Rojo de metilo: El rojo de metilo es un indicador de pH. Actda entre pH 4.2
y 6.3 variando desde rojo (pH 4.2) a amarillo (pH 6,3). Mediante esta prueba se
comprueba la capacidad de un microorganismo de producir y mantener estables los
productos terminales acidos de la fermentacion de la glucosa por la via de la

fermentacidn acidomixta (Arroyo, 2017).
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o Voges-Proskauer: Permite observar si el microorganismo fermenta la
glucosa por la via butanodiolica. Si es asi, se forma un producto intermedio
(acetoina) que forma un complejo de color rojizo con el a-naftol (Arroyo, 2017).

o Utilizacion de citrato: Esta prueba sirve para determinar si un
microorganismo es capaz de utilizar citrato como Unica fuente de carbono y
compuestos amoniacales como Unica fuente de nitrégeno en su metabolismo,
provocando una alcalinizacion del medio (Lubkowski et al., 2019).

o Hidrdlisis de la gelatina: Esta prueba muestra la capacidad de ciertos
microorganismos para hidrolizar la gelatina a péptidos y aminoacidos, mediante la
accion de enzimas especificas denominadas gelatinasas (Lubkowski et al., 2019).

2.13. Antibiograma
2.13.1. Suspensién Del Inoculo

Existen dos métodos para la preparacion de indculo: suspension directa de colonias
y fase logaritmica de crecimiento, s6lo el método de suspension directa de colonia
proveera resultados precisos para ciertos microorganismos, en los dos métodos la
turbidez de la suspension debe ser estandar. La suspension de las colonias en
solucion salina o caldo, luego se debe ajustar el indculo a una turbidez equivalente
al estandar de 0,5 de McFarland el mismo que indica que ese grado de turbidez

posee una poblacion bacteriana de 1x108 UFC/mI (Montero et al., 2018).
2.13.2. Inoculacion De La Placa

El inoculo sera sembrado en la placa con agar especifico como es el Mueller-
Hinton, agite la suspension del organismo para asegurarse que esta bien mezclada,
luego, sumerja un hisopo de algodon estéril en la suspensién, remueva el exceso de
liquido del hisopo presionandolo contra la pared del tubo, empezando en la parte
superior de la placa inocule la superficie con el hisopo, cubra todas las placas
frotando de ida y vuelta de un borde a otro. Incube la placa dentro de los 15 minutos

siguientes después de haber estandarizado el in6culo (Montero et al., 2018).
2.13.3. Aplicacion de los discos de antimicrobiano

Coloque los discos con los agentes antimicrobianos dentro de los 15 minutos

siguientes a la inoculacion, los discos pueden ser colocados uno a uno o con un
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dispensador de discos, tipicamente se puede aplicar hasta 12 discos en una placa de
150 mm de didmetro o hasta 5 discos en una placa de 100mm, presione cada disco
firmemente para asegurar el contacto completo con la superficie de agar (Gonzéles
& Vidal, 2021)

2.13.4. Medicién de la zona de inhibicién

Después de retirar la placa de la incubadora se examina detenidamente la placa para
verificar que el crecimiento sea uniforme y confluente de tal modo que pueda
identificar zonas sin crecimiento bacteriano. Para medir las zonas de inhibicion
desde la parte posterior de la placa usando luz reflejada, sostenga la placa con unos
pocos centimetros sobre una superficie de color negro que no refleje la luz, mide

redondeando al milimetro mas cercano con un calibrador (Montero et al., 2018).
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CAPITULO III.

3. MARCO METODOLOGICO
3.1.  Ubicacion de la investigacion

o Localizacion de la investigacion

El lugar de la toma de muestras se realizdé a vacas de postparto inmediato de
unidades productivas ubicadas en el recinto Yagui Chico perteneciente al canton

San Miguel.

Los andlisis microbioldgicos se realizaron en el laboratorio general, de la Facultad
de Ciencias Agropecuarias Recursos Naturales y del Ambiente perteneciente a la

Universidad Estatal de Bolivar.

. Situacion geogréfica y climéatica
Parametro San Miguel De Bolivar ~ Guaranda
Altitud 2444 msnm 2640 msnm
Latitud 1°42'00"S 1°36'41"S
Longitud 79°02'00"O 78°59'44"0O
Temperatura Maxima 24° C 21°C
Temperatura Minima 7°C 7°C
Temperatura Media 17,5°C 14,4° C
Precipitacion media 250 mm 220 mm
anual
Humedad relativa (%) 78% 70%

Fuente: INAMHI (2019), Gad San Miguel (2021).

. Zona de vida

De acuerdo con la sistematizacion de zonas de vida de Leslie Holdridge, el canton
San Miguel y el canton Guaranda de la provincia de Bolivar de acuerdo con la
biotemperatura se encuentran establecidos a la region latitudinal templado célido,
asi mismo corresponde a la denominacién de Bosque HUmedo con un piso

altitudinal montano bajo respectivamente (Holdridge, 1967).
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3.2.  Métodos

3.2.1. Material Experimental

o 20 muestras de calostro

o Discos de oxitetraciclina

o Discos de amoxicilina

o Discos de sulfametoxazol més trimetoprim
o Disco de cefalexina

3.2.2. Factores en estudio

3.2.2.1. Factor A

Al= Aislados bacterianos

3.2.2.2. Factor B

B1= Disco de oxitetraciclina

B2= Disco de amoxicilina

B3= Disco de sulfametoxazol + trimetoprim
B4= Disco de cefalexina

3.2.3. Tratamientos

Tabla 3.
Tratamientos planteados en la investigacion

Tratamiento Descripcion
1 Aislados bacterianos + discos de oxitetraciclina
2 Aislados bacterianos + discos de amoxicilina
3 Aislados bacterianos + discos de sulfametoxazol + Trimetoprim
4 Aislados bacterianos + disco de cefalexina

Experimental: Sanchez, (2024)
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3.2.4. Tipo de disefio experimental o estadistico

o Estadistica descriptiva

o Disefio de blogues completamente al azar (DBCA)
o Prueba de Tukey al 5%

Tabla 4.
Caracteristicas del ADEVA

Tratamientos 4
# unidades experimentales 20 (muestras de calostro)
Tamaiio de la unidad experimental 10 ml
Numero de aislados bacterianos 12
Repeticiones del antibiograma 2
Numero total de anélisis 96

Experimental: Sanchez, (2024)

3.25. Manejo del experimento
. Toma de la muestra

Las muestras se adquirieron de una investigacion paralela fundamentada en la
determinacion de la calidad inmunoldgica y sanitaria del calostro, estas muestras se
tomaron de vacas que se encontraban en postparto inmediato, en el momento
preciso antes de que el ternero se amamante, el muestreo se realiz6 bajo condiciones
asépticas donde se realizé inicialmente la limpieza y desinfeccion del pezon, del
cual se tomaron de 10-15 ml de calostro, en tubos Corning esteriles de tapa rosca.

. Procesamiento de la muestra

De forma inicial en el laboratorio se prepararon los medios y agares de cultivo, para
este estudio se utilizaron los medios; Agar tripticasa de soja, agar MacConkey,
caldo nutritivo a base de extracto de caseina pancretica, agar base sangre con
adicioén del 5% de sangre de oveja, cada uno de los medios se estructuraron bajo las
indicaciones del fabricante, y correspondientemente se empaquetaron en 20 cajas
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Petri y tubos de ensayo de centrifugacién, la alicuota de la muestra de calostros
sembrada fue de 1000uL para los primeros procedimientos cultivo los cuales se
sometieron a incubacion en aerobiosis a 37° C por 24 a 48 horas, luego de la
incubacién se obtuvieron los crecimientos bacterianos primarios de los cuales se
observaron las caracteristicas de crecimiento y morfologia de las colonias
bacterianas tanto de los medios especificos para bacterias gram positivas como para

gram negativas.

A partir de los crecimientos bacterianos primarios se realizd la separacion y
resembrado de colonias, discerniendo de las caracteristicas de crecimiento, forma,
color, patron de hemolisis, etc., tomando en cuenta que se sembraron en los cultivos
secundarios colonias diferenciadas entre si, que fueron encontradas en el cultivo
inicial, este proceso se realiz6 mediante siembre por agotamiento con 2 0 mas

estrias, y se repitieron las veces necesarias hasta obtener un cultivo axénico.

. Identificacion de la bacteria

Para la identificacion microbiana inicialmente se tomd en cuenta las caracteristicas
de crecimiento y morfologia de la colonia, ademas las caracteristicas celulares
halladas en la tincién de Gram y el patron de hemolisis observado en los cultivos
bacterianos del agar sangre, este compilado de pruebas contribuyeron para

establecer inicialmente una identificacion presuntiva de la bacteria.

Inicié con la preparacion los medios especificos para identificar algunas vias
metabdlicas de nutricion bacteriana de los microorganismos en proceso de
caracterizacion, el efecto de este procedimiento se fundament6 en los resultados de
las pruebas de Indol, Rojo Metilo, Voges Proskauer y la utilizaciéon de citrato,
ademas, también se consideraron los patrones de fermentacion de azucares y la
produccion gas y &cido sulfhidrico, para su proceso y aplicabilidad se usaron
medios nutritivos como el agua peptona tamponada, caldo MR-VP y agar citrato de

Simmon’s, los que se empacaron en tubos de ensayo de 10 mL en el siguiente orden;
o Tubo con 5 ml de agua peptona (Indol).
o Tubo con 5 ml de caldo MR-vP (Rojo Metilo).

o Tubo con 5 ml de caldo MR-vP (Voges-Proskauer).
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o Tubo con 5 ml con agar citrato de Simmons (agar solido inclinado).

Concluida la preparacion de estos medios, se inocularon con colonias extraidas de
un cultivo axénico previamente obtenido, luego de que se inocularon y sembraron
los medios de identificacion se introdujeron a la incubadora por un periodo de 24
horas a 37 °C, posterior a este periodo se analizaron las reacciones biogquimicas
propiciadas por reaccion de algunos metabolitos de la nutricion bacteriana con la
utilizacion de los reactivos del esquema IMVIC en el siguiente orden; 1. reactivo
de kovacs, 2. Rojo metilo, 3. Alfa-Naftol + hidroxido de potasio (KOH) al 40% y
en dependencia del nivel de reaccidn se le asigno un signo positivo o0 negativo a la

presencia o ausencia de cambios en el caldo de cultivo en cual se les afiadio.

Adicionalmente se aplicaron otras pruebas bioquimicas como las pruebas de
catalasa y oxidasa, las mismas que pusieron en evidencia la presencia de las
enzimas catalasa y citocromo-c-oxidasa, presentes en las membrana de algunos
microorganismos aerobios, al igual que las pruebas antes citadas estas en
dependencia del tipo de reaccion a al peroxido de hidrogeno y a la tetrametil,1-
4,fenilendiamina respectivamente se les asignd un signo de positividad o

negatividad que contribuyd a su identificacion.

Tabla 5.

Perfiles de identificacion de bacterias Gram positivas en estudio.
Pruebas Listeria Corynebacterium Arcanobacterium

Bacilo +
Tincion de Gram  Bacilo + (agrupamiento en Bacilo +
forma de V)
Catalasa + + -
Oxidasa - + -
Morfologia de la %?Lm?: Colonias blancas Grisaceas a
colonia grises opacas amarillentas
Hemolisis Alfa- sin hemolisis Beta-hemolisis
hemolisis

Voges-Proskauer + + +
Rojo de metilo + - -
Citrato + + +
Indol - - -

Fuente: (Aristizabal et al. 2020; Ogbulie et al. 2017; Roman & Garcia, 2005).
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Tabla 6.
Perfiles de identificacion de bacterias Gram negativas en estudio.

Pruebas Escherichia coli Salmonella spp.
Indol + -
Rojo de metilo + +

Voges-Proskauer - -
Citrato - +

+
1

Fermentacion de la lactosa
TSI + -

Fuente: Tiller (2017).

o Pruebas de susceptibilidad antimicrobiana

Este procedimiento se realizd bajo los lineamientos establecidos en el método de
difusion de discos de antibidticos de Kirby-Bauer para su efecto se consideraron los

siguientes procedimientos:

o Inoculacion en caja Petri: Inicialmente para el desarrollo de la interaccion
farmacoldgica en el cultivo bacteriano, se prepard agar Mieller-Hinton bajo las
indicaciones del fabricante el mismo que se empaco en cajas Petri de 90 mm x 15
mm, en las cuales se sembré una densidad de poblacién microbiana de 1 x 108
UFC/ml, considerando que para alcanzar este valor de poblacién previamente se
suspendi6 en agua destilada estéril una proporcion de colonias bacterianas hasta
alcanzar el ajuste de la escala McFarland 0.5, en dicha suspension se introdujo un
hisopo estéril para colectar una alicuota la cual se inocul6 en el medio de cultivo
preparado, dicha alicuota presente en el hisopo se extendio sobre toda la superficie

del medio, de manera continua en todas las direcciones cubriendo toda la superficie.

o Aplicacién de los discos: Posteriormente a la inoculacién de las cajas Petri
con las cepas bacterianas, con el uso de una pinza estéril se procedio a colocar los
discos de papel filtro de celulosa, los cuales contenian oxitetraciclina a 30ug,
amoxicilina a 10ug, cefalexina a 30ug y sulfametoxazol 23.75ug + trimetoprim
1.25ug, recalcando que se colocaron los 4 discos por cada caja cultivada con una
cepa en cuestion, su aplicacion se determind con una separacion de 20 mm a 30 mm

entre farmacos y desde el borde de la caja de 15 mm a 20 mm.
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o Incubacion: Luego de la inoculacion de las cajas, estas fueron selladas con
papel parafilm, cubriendo todo el borden y considerando como minimo 2 capas de
sellado, posteriormente se incubo el cultivo a 37°C por un tiempo de 24 horas, luego
trascurrido este periodo de tiempo se procedié con la medicion de los halos de
inhibicidn con la ayuda de un calibrador de Vernier, en donde se tomd el valor del
didametro absoluto del halo presente y se le restd6 6 mm que vendria a ser el valor de

la medida del disco, de ese modo se obtuvo el valor real de la zona de inhibicién.

o Categorizacion de la susceptibilidad: Los resultados del diametro de la
zona de inhibicion se compararon con los criterios interpretativos establecidos por
el CLSI y EUCAST, lo que determind si la bacteria en estudio fue sensible o
resistente al antibiotico en cuestion, para la categorizacion de las bacterias gram
negativas se utilizé los puntos de corte del CLSI de los documentos VET-01S
(2024) y M100-ED33 (2023) correspondientemente, para el caso de las bacterias
gram positivas, se considerd los puntos de corte del EUCAST (2014)
referenciandose al método de difusiobn de disco contra Listeria spp. y
Corynebacterium spp, siendo estos también utilizados para categorizar
Arcanobacterium spp, sin embargo, no existe evidencia publicada de los criterios
interpretativos en la interaccion de oxitetracilina con Listeria spp., y sulfametoxazol
mas trimetoprim con Corynebacteria spp., de tal modo se tom6 como referencia las
recomendaciones de Barberis et al. (2018) quienes utilizaron los puntos de corte de
Staphylococcus spp como puntos interpretativos para la bacilos gram positivos
(Corineformes), encontrados en el CLSI (2024) del documento VET-01S.

Tabla 7.

Criterios interpretativos para la susceptibilidad antimicrobiana para
enterobacterias en estudio.

Farmaco Sensible Intermedio Resistente
Tetraciclina > 15 12-14 <11
Amoxicilina > 18 14-17 <13
Cefalexina >23 20-22 <19
Sulfametoxazol >16 11-15 <10

mas trimetoprim

Fuente: CLSI (2024); CLSI (2023).
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Tabla 8.

Criterios interpretativos para la susceptibilidad antimicrobiana para las bacterias
gram positivas en estudio.

Listeria Sensible Intermedia Resistente

Sulfametoxazol >23 - <22
mas trimetoprim

Betalactamicos >15 - <14
Tetraciclina >23 18-22 <17

Corynebacterium

Betalactamicos >29 - <28
Tetraciclina >24 - <23
Sulfametoxazol >16 11-15 <10

mas trimetoprim

Fuente: EUCAST (2014); CLSI (2024).

3.2.6. Métodos de evaluacion y datos a tomar

o Aislamiento bacteriano: variable cualitativa que se desarroll6 mediante
procedimientos de cultivo y aislamiento microbiologico de las muestras de
calostro obtenidas, cuyo resultado fue estimar la frecuencia y el porcentaje

de muestras que lograron determinar crecimiento de bacterias.

o Identificacion bacteriana: variable que se desarrollé mediante la
recopilacion de resultados de las pruebas fenotipicas y bioquimicas usadas,
las cuales ensamblan un perfil Unico de identificacion designado para cada
género bacterianos en cuestion, permitié obtener datos epidemiolégicos
sobre los géneros bacterianos que causan diarreas en terneros del canton San

Miguel.

. Prevalencia de bacterias causante de diarreas: variable que se registré a
partir de la ayuda de las pruebas de identificacion fenotipicas y bioquimicas,

considerandose para la presente investigacion solamente aquellos géneros
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bacterianos catalogados como causantes de diarreas en terneros, su valor fue

registrado a partir de la aplicacion de la siguiente férmula;

NUmero de bacterias de un solo género

Prevalencia= — - — —*100
Poblacion total de bacterias diarreogénicas

o Susceptibilidad antimicrobiana: Variable de tipo independiente
considerada como la caracteristica que tienen ciertos patdgenos de ser
sensible o resistentes a la interaccion antagonica de un antibiotico, para el
registro de dicha variable se midieron los halos de inhibicion (mm), los
cuales fueron comparados en los puntos de cortes establecidos por las guias
CLSI y EUCAST.

3.2.7. Analisis de datos

Se midié el efecto de la interaccion antagénica de los antibidticos enunciados
anteriormente, a partir de las medidas de las zonas de inhibicion obtenidas en el
antibiograma aplicando un disefio de bloques completamente al azar (DBCA), para

ello se utilizé el paquete estadistico SAS 9.4.
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CAPITULO IV.
4. RESULTADOS Y DISCUSIONES
4.1. INTERPRETACION DE RESULTADOS

4.1.1. Aislamiento de bacterias presente en el calostro bovino

Tabla 9.

Muestras de calostro bovino con crecimiento bacteriano
Concepto Fr. %
Crecimiento 20 100
Sin crecimiento 0 0
Total 20 100

En el 100% de las muestras de calostro bovino, es decir, en las 20 muestras
procesadas se observd crecimiento bacteriano a partir de los anlisis
microbioldgicos, estos crecimientos se consideraron como Optimas para la

identificacién de bacterias causante de diarreas en neonatos bovinos.

Figura 1.
Muestras de calostros bovinos con crecimiento bacteriano

OCrecimiento Sin crecimiento

En la investigacion de Baltrukova et al. (2019) mencionan que la mala calidad del
calostro bovino y su déficit en el aprovechamiento se atribuye a altos recuentos de
bacterias, los autores citados en su estudio evidenciaron crecimiento de
enterobacterias causante de diarreas en terneros en el 100% de las muestras.
Comparativamente son resultados similares ya que la totalidad de muestras de

calostros en estudio presentaron crecimiento bacteriano.
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4.1.2. ldentificacién de bacterias causante de diarreas en terneros presentes

en el calostro bovino.

Tabla 10.
Bacterias aisladas de calostro bovino causante de diarreas en terneros.
Concepto Fr. %
Bacterias causantes de diarreas 12 60
Otro tipo de bacterias 8 40
Total 20 100

La identificacion bacteriana permitio evidenciar que, de las 20 muestras de calostro
bovino analizadas, el 60% (n=12) de las muestras incurrian como bacterias
patogenas que al colonizar el tracto digestivo y pueden provocar cuadros diarreicos
en terneros, el 40% (n=8) restante de los analisis permitio la identificacion de otros

géneros bacterianos las cuales no representan un riesgo etioldgico en las diarreas.

Figura 2.

Porcentaje de bacterias aisladas de calostro bovino causante de diarreas en
terneros.

40%
60%

O Bacterias causante de diarreas Otro tipo de bacterias

Dos Santos et al. (2017) mencionan que existen varias causas de diarreas en
terneros, interviniendo en gran medida ambientes contaminados, fallas en la
obtencién y manejo del calostro, poca resistencia del animal, contaminacion del
calostro con microorganismos, etc., en el articulo citado hacen referencia a lo
mencionado por la The National Animal Health Monitoring System (USDA-

NAHMS) quienes indican que el 62% de las muertes de terneros en Estados Unidos
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es causada por la patologia en cuestion, ademas indican que la prevalencia de
calostro con bacterias patdgenos que provocan diarreas es de aproximadamente un
77%. Comparativamente podemos expresar concordancia con los hallazgos
microbiol6gicos obtenidos en la presente investigacion, debido que a partir del 60%
de las muestras de calostro analizadas se identificaron bacterias que provocan

diarreas en terneros.

Tabla 11.

Identificacion fenotipica y bioquimicamente las bacterias causantes de diarreas en
neonatos bovinos presente en el calostro bovino.

Clasificacion # Géneros Nomenclatura
) Salmonella spp.
Gram negativa 2 o )
Escherichia coli
Corynebacterium spp.
Gram positivas 3 Listeria spp.

Arcanobacterium spp.

Mediante el analisis in vitro de identificacion bioquimica para las bacterias asiladas
de muestras de calostro bovino como posibles causantes de diarreas en terneros, se
logré identificar 5 géneros bacterianos, de los cuales, dos géneros se clasificaron
como bacteria Gram negativas, las mismas que segun sus patrones bioquimicos se
identificaron como Salmonella spp., y Escherichia coli, asi mismo dentro de la
clasificacion de bacterias Gram positivas se logré identificar tres géneros
bacterianos  correspondientes a Corynebacterium spp., Listeria spp.,
Arcanobacterium spp., considerando que las bacterias mencionadas e identificadas

son responsables de cuadrados diarreicos en neonatos bovinos.

Gonzales et al. (2016) en su investigacion sobre la contaminacion del calostro
bovino, muestrearon 20 unidades productivas con distinto nivel de manejo del
calostro y ternero, los autores identificaron a Shigella spp., Samonella spp.,
Mycoplasma spp., Mycobacterium spp., y Escherichia coli, adicionalmente
relacionaron su hallazgo a la colonizacion de patdgenos en la glandula mamaria o

contaminacion del calostro antes, durante y después de la primera toma del ternero.
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Asi mismo Lima et al. (2017) en su investigacion sobre el microbioma del calostro
bovino y su asociacion con la mastitis clinica después de 30 dias del parto en
granjas del estado de Nueva York, encontraron alrededor de 20 taxones bacterianos,
destacandose entre ellos Staphylococcus spp, Corynebacterium spp, Bacillus spp,
Clostridiales, incluyendo Enterobacterias, entre otros géneros bacterianos, los
cuales se catalogan como altamente patdgenos para los terneros debido a su
capacidad diarreogénica, y que son responsables de provocar un aumento en la

morbilidad y mortalidad de animales jovenes.

Asimismo, en la presente investigacion se logré identificar mediante métodos
rutinarios, bacterias patdgenas con potencial diarreogénico a partir de muestras de
calostro, sin embargo, la diversidad bacteriana se encuentra sujeta a la trazabilidad
de la muestra donde intervienen factores como el manejo, el ambiente y a la

susceptibilidad de los animales.

4.1.3. Prevalencia de los géneros bacterianos causante de diarreas en terneros

aislados e identificados a partir de muestras de calostro bovino.

Tabla 12.

Prevalencia de bacterias aisladas e identificadas del calostro bovino causante de
diarreas en terneros.

Bacteria Frecuencia Porcentaje
Salmonella spp. 5 41.67
Escherichia coli 3 25.00
Corynebacterium spp. 1 8.33
Listeria spp. 2 16.67
Arcanobacterium spp. 1 8.33

Total 12 100.00

Mediante las pruebas de identificacién bioguimicas se logré determinar en un
41.67% a Salmonella spp., en un 25% a Escherichia coli, posteriormente con un
16.67% Listeria spp., y finalmente con un 8.33% Corynebacterium spp.,

Arcanobacterium spp., respectivamente.
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Figura 3.

Prevalencia de bacterias aisladas e identificadas calostro bovino causante de
diarreas en terneros
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Slosarkova et al. (2020) quienes investigaron la contaminacién microbiana del
calostro bovino en 26 granja lecheras de Republica Checa, obtuvieron un total de
155 muestras de calostro, de las cuales lograron aislar un total de 44 géneros
bacterianos siendo identificados entre los principales a; Corynebacterium spp. el
cual estuvo presente en 23 muestras lo que represento un 14.8%, Escherichia coli
en 14 muestras representando un 9% y algunos Bacillus spp gram positivos en 27

muestras lo que represento un 17.4% de prevalencia respectivamente.

Asimismo, Hoser et al. (2008) en su investigacion sobre la calidad bacterioldgica y
aparicion de Salmonella en el calostro bovino crudo en la region lechera de
Pensilvania, USA, encontraron que de un total de 55 muestras analizadas dicha
bacteria se presentaba con una prevalencia del 15%, considerando que este
microorganismo puede enfermar tanto a terneras recién nacidas como de mayor
edad.

Al comparar los resultados citados con los encontrados en la presente investigacion
podemos afirmar que la prevalencia de bacterias patdgenas causantes de cuadros
diarreicos en terneros que pueden estar presentes contaminando el calostro, tiende
a diferir entre zonas de produccion y dependera en gran medida del gerenciamiento

del calostro.
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4.1.4. Andlisis de la susceptibilidad antimicrobiana de los tratamientos

propuestos.

4.1.4.1. Estudio del ANOVA del DBCA del antibiograma de los tratamientos

propuestos sobre las bacterias del calostro bovino

Tabla 13.

Estudio del ANOVA del DBCA del antibiograma de los tratamientos propuestos
sobre las bacterias aisladas e identificadas del calostro bovino.

F.V Gl SC CM F-v Pr-F Sig
Tratamiento 3 444150 148050 173.81 <.0001 **
Bloques 1 9.37 9.37 1.10 0.2969 NS
Error 91 775.12 8.51

CV: 20.48%
Total 95 5226.00

Nota. **: Diferencias estadisticas altamente significativo, NS: no significativo.

Mediante la prueba de Fisher, en el estudio del ANOVA, se observo diferencias
estadisticas altamente significativas (**) entre los tratamientos, es decir que los
farmacos planteados inhibieron de forma diferente el crecimiento de Salmonella
spp., E. coli, Listeria spp., Arcanobacterium spp. y Corynebacterium spp., en el
caso de los bloques se observd que no existié diferencias estadisticas, encontrando
el mismo nivel de inhibicion en cada uno de los aislados evaluados, contrastando
que el antibiograma se lo realizé por duplicado, el presente analisis estadistico
determind un coeficiente de variacion de 20.48% lo que es indicativo de una alta
variabilidad en dicho efecto inhibitorio, sin embargo, se pone en manifiesto la
confiabilidad y veracidad de los datos obtenidos, ya que dicha variacion se debe a
la tolerancia y a las diferencias patogénicas que poseen cada uno de los géneros
sometidos al antibiograma.

Tabla 14.

Prueba de Tukey al 5% del antibiograma de los tratamientos propuestos sobre las
bacterias aisladas e identificadas en estudio

Tratamiento Media Agrupacion

3 (Sulfametoxazol + Trimetoprim) 22.04 A

1 (Oxitetraciclina) 19.79 B

2 (Amoxicilina) 9.12 C

4 (Cefelexina) 6.04 D
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Con el andlisis de Tukey al 5% podemos determinar que los promedios de los
tratamientos en estudio son estadisticamente diferentes, siento el T3 el que obtuvo
el mayor promedio con 22.04 milimetros en el area de inhibicion, siguiéndole el T1
con un promedio de 19.79 milimetros en el area de inhibicién, continuandole el T2
con un promedio de 9.12 milimetros en el halo de inhibicion y finalmente el
promedio con menor area de inhibicion lo obtuvo el T4 con un valor de 6.04

milimetros.

Figura 4.

Diagrama de la distribucién de los halos de inhibicién del antibiograma de los
tratamientos propuestos sobre las bacterias aisladas e identificas en estudio
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Astorga et al. (2019) investigaron la resistencia de E. coli causante de diarreas en
terneros frente a betalactamicos, aminoglucésidos, quinolonas, sulfamidas
potenicadas, fenicoles, tetraciclinas y macrélidos, en donde aislaron un total de 349
cepas, de las cuales solo el 4.58% (n=16) presentaron sensibilidad a la totalidad de
los farmacos probados, mientras que el 95.42% (n=333) presentaron resistencia a
los 7 antibidticos, ademas, los autores citados evidenciaron diversos niveles de
susceptibilidad ya que del total de resistentes el 43.55% (n=152) de las bacterias
aisladas presentaron resistencia a mas de 3 o al total de antibioticos, asimismo el

51.20% (n=181) restante presentaron resistencia a uno o dos antibidticos.

45



En la presente investigacion se logré demostrar que los antibioticos betalactamicos
(amoxicilina y cefalexina) utilizados, generaron diametros en la zona de inhibicion
pequerios lo que esta asociado a la resistencia a los antimicrobianos, mientras que,
en la interaccion con el antibidtico sulfametoxazol mas trimetoprim se encontraron
didmetros en la zona de inhibicion mayores, estas diferencias en el comportamiento
de la susceptibilidad entre antibidticos y los diversos géneros bacterianos
propiciaron un coeficiente de variacion del 20.48%, comparativamente el nivel de
susceptibilidad de las bacterias estudiadas difiere de investigacion a investigacion
de forma variada, debido a las condiciones intrinsecas de las bacterias aisladas del

calostro bovino de cada localidad.

4.1.4.2. Analisis de susceptibilidad del grupo de las bacterias gram negativas

presente en el calostro bovino

Tabla 15.

Porcentaje de susceptibilidad antimicrobiana del grupo de bacterias Gram
negativas aisladas e identificadas del calostro bovino.

Salmonella spp Escherichia coli
Tratamiento (n=5) (n=3)

S | R S | R
T1(Oxitetraciclina)  100% - - 100% - -
T2 (Amoxicilina) - - 100% - 33.33% 66.67%
e . S
T4 (Cefalexina) 100% - - - - 100%

Nota. S: sensible, I: intermediamente resistentes, R: resistentes

Por medio del método de difusion de disco se establecid la susceptibilidad de las
enterobacterias expuestas a cuatro antibidticos, donde Salmonella spp., expreso un
100% de sensibilidad al T1, T3 y T4 respectivamente, mientras que al T2 expreso
100% de resistencia. En el caso de Escherichia coli demostrd ser sensible en un
100% al T1 y T3 respectivamente, sin embargo, al T2 exhibié un 33.33% de
resistencia intermedia y un 66.67% de resistencia, finalmente el 100% de los

aislados de E. coli fueron resistentes al T4.
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Figura 5.

Porcentaje de susceptibilidad antimicrobiana de Salmonella spp., aisladas e
identificada de calostro bovino.
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Haque et al. (2022) quienes estudiaron la susceptibilidad de Samonella spp.,

multirresistente a partir de muestras fecales de terneros diarreicos, de un total de 12

aislados que fueron sometidos al antibiograma mediante el método de Kirby-Bauer,

encontrando que el 100% de los aislados presentaron resistencia a amoxicilina y

cefalexina, mientras que el 91.67% (n=11) presentaron resistencia a tetraciclinas.

Comparativamente son datos muy diferentes a los encontrados en la presente

investigacion, ya que los 5 aislados de Samonella spp., solo fueron resistente a

amoxicilina, mientras que a los demés antibidticos fueron sensibles.

Figura 6.

Porcentaje de susceptibilidad antimicrobiana de Escherichia coli, aisladas e
identificada de calostro bovino.
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Haque et al. (2022) quienes estudiaron la susceptibilidad de Escherichia coli
multirresistente a partir de muestras fecales de terneros diarreicos, de un total de 36
aislados que fueron sometidos al antibiograma mediante el medito de Kirby-Bauer
encontraron que el 100% de los aislados presentaron resistencia a amoxicilina,
cefalexina y tetraciclina. Comparativamente son datos muy diferentes a los
encontrados en la presente investigacion, ya que los 3 aislados de Escherichia coli
solo fueron resistente a amoxicilina y cefalexina, mientras que a oxitetraciclina y

sulfametoxazol més trimetoprim fueron sensibles.

4.1.4.3. Analisis de susceptibilidad del grupo de bacterias gram positivas

presente en el calostro bovino.

Tabla 16.

Porcentaje de susceptibilidad del grupo de bacterias gram positivas presente en el
calostro bovino.

Listeriaspp  Corynebacterium  Arcanobacterium

Tratamiento (n=2) spp (n=1) spp (n=1)

S I R S I R S I R
T1(Oxitetraciclinag) 50 - 50 100 - - - - 100
T2 (Amoxicilina) - - 100 - - 100 - - 100
peueow o o w0 . w0
T4 (Cefalexina) - - 100 - - 100 - - 100

Por medio de las pruebas de susceptibilidad de las bacterias gram positivas
identificadas y en interaccion con cuatro antibidticos, se evidencio que Listeria
spp., exhibié un 100% de resistencia al T2 y T4, mientras que a T1y T3 exhibié un
50% de resistencia y sensibilidad equitativamente. En el caso de Corynebacterium
spp., demostro ser sensible en un 100% a los tratamientos T1y T3 respectivamente,
sin embargo, al T2 y T4 exhibié un 100% de resistencia. EI 100% de los aislados
de Arcanobacterium spp., fueron resistente a los tratamientos T1, T2 y T4, y
sensibles al T3 equitativamente. Expresando que el antibidtico Sulfametoxazol mas

trimetoprim inhibid el 75% de los aislados en estudio.
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Figura 7.

Porcentaje de susceptibilidad antimicrobiana de Listeria spp., aislada e
identificada de calostro bovino
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Terentjeva et al. (2018) quienes determinaron la prevalencia y resistencia a los
antimicrobianos de Escherichia coli, Enterococcus spp., y los principales patdgenos
transmitidos por los alimentos en los terneros en Letonia, aislaron Listeria
monocytogenes en un 0.6% del total de bacterias aisladas en muestras de calostro,
la misma que exhibid sensibilidad a todos los antibidticos probados, incluyendo
algunos betalactamicos, tetraciclinas, fluoroguinolonas y macroélidos. Se discrepa
de los resultados de la investigacion citada ya que al compararlos con los hallazgos
de la presente investigacion, Listeria spp., presentd resistencia total a los
betalactdmicos en estudio, y el 50% de los aislados fueron sensibles a oxitetraciclina
y sulfametoxazol mas trimetoprim, cabe recalcar que los niveles de resistencia y
sensibilidad dependerdn del grado de exposicién antibidtica de dichos

microorganismos Yy la zona de endemicidad de las dichas bacterias.

Figura 8.

Porcentaje de susceptibilidad antimicrobiana de Corynebacterium spp., aislado e
identificado de calostro bovino.
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Tras una exhaustiva revision bibliografica no se encontraron investigaciones sobre
la susceptibilidad de Corynebacterium spp., asilados de calostro bovino o de
diarreas en terneros, sin embargo, el CLSI (2016) en el documento M45 informa
que esta bacteria posee resistencia a los betalactamicos, macrdlidos,
aminoglucésidos y fluoroquinolonas, estos mecanismos de resistencia estan
mediados por la expresién de genes o plasmidos. Segun este reporte en estudios
internos de 500 cepas de Corynebacterium spp., aisladas de humanos mas del 85%
de los aislados eran sensibles a rimfapicina, tetraciclina y sulfamicinas.
Concordamos con lo reportado por el CLSI, ya que mediante el antibiograma se
pudo determinar la resistencia a los betalactamicos en estudio y la sensibilidad a la
tetraciclina y sulfametoxazol mas trimetoprim.

Figura 9. Porcentaje de susceptibilidad antimicrobiana de Arcanobacterium
spp., aislado e identificado de calostro bovino.
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Mekibib et al. (2023) quienes midieron la susceptibilidad antimicrobiana de
bacterias aisladas de ganado bovino, lograron aislar 5 bacterias del género
Arcanobacterium spp., causante de mastitis en vacas y diarreas en terneras, los
autores citados midieron la susceptibilidad antimicrobiana de 2 aislados que se
encontraban en la glandula mamaria de vacas preparto y que provocaron diarreas
en los terneros, encontrando que el 50% fueron sensibles y el otro 50% restante
fueron resistente a tetraciclinas, en el caso de amoxicilina se observé que el 50% de
los aislados presentaron resistencia intermedia y el otro 50% fueron sensibles a
dicho antibidtico. Comparativamente son resultados muy diferentes a los obtenidos
en la presente investigacion ya que un solo aislado de Arcanobacterium spp., fue

sensible al antibidtico sulfametoxazol mas trimetoprim.
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4.2. COMPROBACION DE HIPOTESIS

Mediante el desarrollo de los métodos microbioldgicos de aislamiento de bacterias
patogenas causante de diarreas en terneros a partir de procedimientos de
identificacion fenotipica y bioquimica, se pudo evidenciar una prevalencia del 60%
de dichos microorganismos, de los cuales se lograron reconocer 5 géneros
bacterianos que segun la literatura los establece como causantes de diarreas en
neonatos bovinos, por lo tanto se optd por rechazar la hipotesis nula y aceptar la
hipétesis alterna, la misma que nos menciona que; Existe una alta prevalencia de
bacterias patdgenas causante de diarreas neonatal presente en el calostro bovino

procedente del cantén San Miguel de Bolivar.
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CAPITULOV.

5.

5.1.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
CONCLUSIONES

De acuerdo con los procedimientos microbioldgicos de aislamiento e
identificacién mediante pruebas fenotipicas y bioquimicas a partir de las 20
muestras de calostros en estudio, se logrdé aislar 5 géneros bacterianos
causantes de diarreas en neonatos bovinos definidos por; Salmonella spp.,
Escherichia coli, Listeria spp., Corynebacterium spp., y Arcanobacterium

Spp.

La prevalencia de los géneros bacterianos considerados como causantes de
diarreas en neonatos fue del 60%, los mismos que fueron aislados e
identificados de 12 muestras de calostro, considerando que el 40% restante
se identificaron como bacterias que no se catalogan como causantes de
diarreas en terneros, del grupo de bacterias de interés clinico en la presente
investigacion se identificé a Salmonella spp., en un 41.67%, Escherichia
coli en un 25%, posteriormente con un 16.67% Listeria spp., y finalmente
con un 833% Corynebacterium spp., Arcanobacterium spp.,

correspondientemente.

Mediante los resultados de las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana
por el método de difusion de disco y en consenso con los criterios
interpretativos del CLSI y EUCATS se determind que todos los aislados
fueron resistente a amoxicilina (T2), en el caso de cefalexina (T4) el 100%
de las Salmonella spp., expresaron sensibilidad, mientras que el resto de
bacterias fueron resistentes a dicho farmaco, asi mismo la oxitetraciclina
inhibié por completo el crecimiento de Salmonella, E. coli y
Corynebacterium spp., mientras que el 50% de aislados de Listeria spp.,
fueron resistente y el otro 50% sensibles, posteriormente Arcanobacterium
resistié el mecanismo de accion de dicho antibidtico, aunque es importante
destacar que el sulfametoxazol mas trimetoprim (T3) logré inhibir la

totalidad de los géneros bacterianos aislados en la presente investigacion.
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5.2.

RECOMENDACIONES

Realizar ensayos de biologia molecular (PCR-rt y PCR multiplex) de las
bacterias aisladas en la presente investigacion, identificando genes que
confieren la expresion de factores de virulencia y resistencia a los

antimicrobianas de uso comun para la patologia en cuestion.

Establecer una investigacion sobre la dinamica microbioldgica de la
glandula mamaria en el preparto, parto y postparto correlacionando la

presencia de bacterias en el calostro y de casos de diarreas en neonatos.

Realizar una indagacion de la serotipificacion de las enterobacterias
identificadas en la presente investigacion mediante el método de
Kauffmann-White para establecer referenciales epidemioldgicos de las

causantes de diarreas en neonatos.

Implementar el uso de terapéutico de sulfametoxazol mas trimetoprim en

casos diarreas en terneros en el canto San Miguel.

Proponer a los ganaderos del cantdon San Miguel optar por mejores
protocolos de higiene antes, durante y después del parto, para evitar la

contaminacién del calostro bovino.
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ANEXOS

Anexo 1. Lugar de la experimentacion.

Laboratorio General de la Facultad de Ciencias Agropecuarias Recursos Naturales

y del Ambiente de la Universidad Estatal de Bolivar.




Anexo 2. Base de datos.

Antibiograma

# cOdigo Bacteria T1 T2 T3 T4
1 ES-01 Salmonella 19 20 9 10 20 23 3 5
2 ES-02 Salmonella 18 19 8 5 17 17 4 5
3 ES-03 Salmonella 21 22 10 10 20 23 4 7
4 ES-04 Salmonella 23 22 11 11 25 20 3 4
5 ES-05 Salmonella 20 19 5 5 24 25 5 7
6 ES-06 E.coli 16 17 13 11 20 24 6 8
7 ES-07 E.coli 17 19 16 16 22 24 5 7
8 ES-08 E.coli 18 20 13 11 22 24 6 7
9 ES-09 Corynebacterium 24 24 8 8 25 27 10 11
10 ES-10 Listeria 24 23 12 8 21 25 8 8
11 ES-11 Listeria 17 17 10 9 20 23 9 6
12 ES-12 Arcanobacterim 18 21 0 O 18 20 3 4




Anexo 3. Fotografias de la investigacion.

Foto 1: Muestras de calostro bovino Foto 2: Preparacion de medios de
procedentes del canton San Miguel de la  cultivo, nutritivos y diferencias

provincia Bolivar. (Agua peptonada, Agar MacConkey)

Foto 3: Colocacion del medio de cultivo  Foto 4: Procesamiento de la muestra

en tubos de calostro.
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Foto 9: Resultado de la prueba IMViC

Foto 11: Realizacion de la tincién de

Gram, en la identificacion.

Foto 10: Resultado de IMVIiC

Foto 12: Placas tefiidas de gram



Foto 13: Bacilos Gram positivos,

observados con el objetivo 100X

Foto 14: Bacilos Gram negativos,

observados con el objetivo 100X

Foto 15: Inoculo bacteriano sometido de

la actividad antimicrobiana por el

método de difusién de disco.

Foto 16: Ajuste de la escala
MacFarland 0.5, para la actividad
antimicrobiana por el método de
difusion de disco.
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Foto 18: Medicion de los halos de  Foto 19: Asesoria técnica por parte del
inhibicion tutor de tesis



Anexo 4. Glosario de términos.

Absorcién: Movimiento de sustancias hacia el interior de las células.

Transferencia de energia desde las ondas electro-magnéticas a los enlaces quimicos.

Anaerobio: Organismo que crece en tanto presencia 0 como en ausencia de

oxigeno.

Antibiograma: El antibiograma es la prueba microbioldgica que se realiza para
determinar la susceptibilidad (sensibilidad o resistencia) de una bacteria a un
grupo de antibidticos. Las técnicas de antibiograma son las utilizadas en el
laboratorio de microbiologia para estudiar la actividad de los antimicrobianos

frente a los microorganismos responsables de las infecciones.

Anticuerpo: Un anticuerpo, también Ilamado inmunoglobulina, es una proteina
producida por el sistema inmunitario como respuesta a la deteccion de la
presencia de una sustancia percibida como ajena al organismo. Esta substancia,
denominada antigeno, puede ser una bacteria, un parasito, o incluso una molécula,
como las proteinas. Los anticuerpos reconocen a los antigenos y se enganchan a
ellos a fin de expulsarlos del cuerpo humano. A cada anticuerpo le corresponde un

antigeno.

Bacteria: Las bacterias son microorganismos procariotas que presentan un
tamafio de unos pocos micrometros (por lo general entre 0,5 y 5 um de longitud)
y diversas formas, incluyendo filamentos, esferas (cocos), barras (bacilos),

sacacorchos (vibrios) y hélices (espirilos).

Bacteriocinas: Proteinas excretadas por unas bacterias que inhiben o matana otras

especies relacionadas.
Bacteridfago: Virus que infecta células procaridticas.

Bacteriorrodopsina: Proteina que contiene retinal, presente en la membrana de

algunas arqueobacterias haldfilas extremas.

Bacteriostatico: Que inhibe el crecimiento y la multiplicacion de las bacterias,

sin matarlas.



Calostro: Sustancia que segregan las glandulas mamarias después del parto. Es la
primera leche y dura entre 2 y 5 dias. Es de color amarillo y ayuda a que el bebé

tenga defensas.
Catalasa: Enzima que descompone el peroxido de hidrégeno liberando oxigeno.

Coliformes: Bacterias gram negativas facultativas que fermentan lactosa con

produccion de gas.

Colonia: Masa de microorganismos visible sobre un medio sélido, provenientede
una sola célula en la mayoria de los casos. / Conjunto de hifas, generalmente con

esporas, que puede ser un solo individuo si proviene de una sola espora o célula.

Clostrodium: Género que agrupa a bacterias tipicamente gram positivas,
bacilares, esporuladas y quimiorganotrofas, que habitan en el suelo, en el tracto
intestinal humano y en el de otros animales. Los clostridios suelen poseer
metabolismo fermentativo y, salvo raras excepciones, son anaerobios estrictos,

catalasa-negativos y presentan movilidad mediada por flagelos peritricos.

Disbiosis: También denominada disbacteriosis, hace referencia a un
desequilibrio en el nimero o tipo de colonias microbianas que han colonizado al
hombre. Se da mas en el tracto digestivo, pero puede producirse en cualquier parte
en la que haya una superficie expuesta 0 una membrana mucosa. La disbiosis pude
afectar a la digestidn, absorcion de nutrientes, produccion de vitaminas y control

de microorganismos dafiinos.

Escherichia Coli: Es una especie bacteriana (familia de las Enterobacteraceae)

quevive habitualmente en el intestino de humanos y animales.

Gram Negativa: Célula procariota cuya pared celular contiene relativamentepoco
péptidoglucano y tiene una membrana externa compuesta de lipopolisacaridos,

lipoproteinas y otras macromoléculas complejas.

Gram Positiva: Célula procariota cuya pared celular consiste principalmente de
péptidoglucano y no posee membrana externa. Aparece azul o violeta después de

la tincion de Gram.
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