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EVALUACION DE METODOS MANUALES DE LAVADO Y
DESINFECCION DE PEZONERAS ENTRE VACAS:
COMPARACION DE DOS MEDIOS DE CULTIVOS

Evaluation of manual washing and desinfection methods of teatcups between
milking cows: a comparison of two media cultures

RESUMEN

Se compard la eficiencia de dos medios de cultivos, Agar
Sangre Bovino al 5% (ASB) y Manitol Salado Rojo de Fenol
(MSRF), usados para la siembra en la técnica no destructiva
de muestreo de superficies con la cual se evaltan los métodos
de lavado y desinfeccién de pezoneras entre vacas. Se
realizaron 40 lavados y desinfecciones manuales de
pezoneras entre vacas durante 5 rutinas de ordefio normales.
Se tomaron muestras del interior de las pezoneras de una
unidad de ordeno, antes y después del lavado de éstas. De
cada muestra se sembraron 2 placas de ASB, en una se
dispersé 0,1 cc sin diluir y en la otra 0,1 cc de la muestra
diluida 1:10 en buffer fosfato salino; también fueron sembradas
2 placas de MSRF con la misma muestra y procedimiento.
Todas las placas se incubaron a 37°C/48 horas vy
posteriormente se procedié a determinar la posibilidad de
cuantificar o no la reduccién bacteriana en cada uno de los
lavados, y asi establecer el porcentaje de eficiencia en forma
individual para cada medio de cultivo. Se concluyé que en el
MSRF se pudo calcular el porcentaje de reduccion bacteriana
en un 90% de las veces, contra solo un 15% del ASB; lo que al
aplicar la Prueba Z para proporciones se evidencid una
diferencia significativa a favor del MSRF. En base a estos
resultados se recomienda el uso del MSRF en la técnica de
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muestreo de superficie, cuando ésta sea utilizada bajo
condiciones tropicales.

Palabras claves: Pezoneras, lavado-desinfeccion, vaca, culti-
VoS,

ABSTRACT

This trial compared the efficiency of two media culture, Bovine
Blood Agar 5% (BBA) as well as Manitol Salt Phenol Red
(MSPR) used to culture samples from surfaces by no
destructible technnigues for the evaluation of washing methods
and desinfection of teatcups in milking cows. A total of 40
washes and teatcups desinfections by hand were done among
cows during 5 milking routines. Inner teatcups samples per unit
of milking were taken before and after washing them. Each
sample (0,1 cc) was cultured into two different BBA, one
undiluted and the other diluted 1:10 in phosphate buffer saline;
in addition, the same sample was also cultured in MSPR. All of
the sample plates were incubated at 37°C for 48 hr, and
afterwards, the bacterial reduction was determined on
everyone of the washes, for then calculate the individual
percent of efficiency on each medium. Results indicated that
the use of MSPR was 90% effective in calculating bacterial
reduction, against only a 15% for BBA. Z Test was highly
significant between methods. This result suggested the
apropriate use of MSPR when perfoming surface sampling
technniques in tropical envircnments.

Key words: Teatcups, washing-desinfection, cows, cultures.
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INTRODUCCION

Los métodos de lavado y desinfeccion de pezoneras han
ido evolucionando desde los muy simples, tales como enjuagar
la unidad de ordefio con agua caliente [12], pasando por los
manuales que usan una solucién desinfectante [12, 13] (balde
individual, tonel central, etc.); hasta llegar a los muy complejos
métodos automaticos de cuatro ciclos (agua-desinfectante-
agua-aire) o de cinco ciclos (agua-desinfectante-reposo-agua-
aire) [8, 10].

Los reportes sobre las técnicas o procedimientos para
evaluar esos métodos de lavado y desinfeccion son relativa-
mente nuevos [6, 14, 15, 16], estando atin en desarrollo y tra-
tando en lo posible de estandarizarlos; lo cual es sumamente
dificil debido a las caracteristicas cambiantes que existen en
cada unidad y zona productora.

Es importante destacar que sobre los métodos de lavado
y desinfeccion de pezoneras entre vacas durante el ordefio no
existe mucha informacién, es por ello que tampoco existe una
amplia bibliografia sobre las técnicas que se usan para evaluar
su desempeiio.

La técnica no destructiva de muestreo de superficies [2]
para el analisis microbiolégico del interior de las pezoneras,
que permite cuantificar el grado de contaminacién o carga bac-
teriana que posee una unidad de ordefio, es la actualmente re-
comendada para ser usada en la evaluacion del funciona-
miento de los métodos de lavado y desinfeccién de pezoneras
entre vacas durante una rutina de ordefio normal [8].

Una vez cuantificadas las cargas bacterianas del interior
de las pezoneras de una unidad de ordefio, antes y después
del lavado y desinfeccidn; se puede determinar el porcentaje
de Reduccién Bacteriana a través de la siguiente férmula; [11]

% de Reduccién Bacteriana = % RB.

%R - No.U.F.C.pretratamiento — No.U.F. C.postratamiento
S No.U.F.C.pretratamiento

x 100

El objetivo del presente trabajo fue comparar dos (2) me-
dios de cultivos, agar sangre al 5% y manitol salado rojo de fe-
nol, usados para la siembra de muestras obtenidas a través de
la técnica no destructiva de muestreo de superficies antes se-
falada; con la finalidad de determinar cual de los dos medios
facilita cuantificar en Unidades Formadoras de Colonias
(U.F.C.) la carga bacteriana del interior de las pezoneras an-
tes y después del lavado y desinfeccién de éstas; lo cual per-
mite a su vez calcular el porcentaje de reduccién de la carga
bacteriana de las pezoneras al evaluar un método manual de
lavado y desinfeccion a las mismas.
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MATERIALES Y METODOS

Ublcacién y Rebaiio

La finca lechera donde se realizd este experimento se
encuentra ubicada en el sector El Mecocal, Municipio Miranda,
Costa Oriental del Lago de Maracaibo, Estado Zulia, Venezue-
la.

El rebafio lechero utilizado lo conformaban 120 vacas en
ordefio distribuidas en cuatro (4) grupos basicos: vacas de
alta, media, baja produccién y vacas con mastitis clinica; di-
chos grupos fueron ordefiados en el orden antes mencionado,
a excepcion del grupo con mastitis clinica, el cual se ordefié a
mano y no se considerd en este irabajo, dejando un total de
116 animales dentro del ensayo. Cada grupoc fue heterogéneo
con respecto a edad, raza, y nimero de partos.

El sistema de ordefo fue de tipo mecénico (un hibrido de
Alfa-Laval) con ocho (8) puestos de ordefio a la par con pasan-
te, ordefiando aproximadamente unos 15 animales por puesto.
Durante el trabajo se utilizaron pezoneras nuevas (SURGER)
en el puesto de ordefio del cual se tomaron las muestras.

Este rebano padecia de un 47% de mastitis subclinica y
de un 3,33% de mastitis clinica; aisiéndose principalmente
Siaphylococeus aureus de los cuartos afectados. Todos estos
datos fueron obtenidos mediante la prueba de California para
mastitis y cultivos que se ordenaron mensualmente en dicha
finca por el Servicio de Clinica Ambulatoria, de la Policlinica
Veterinaria Universitaria de la Universidad del Zulia.

Rutina de ordefio

Una vez asegurada la vaca a ser ordefiada en su pues-
to, se realizé una rutina de ordefio en base a la secuencia,
tiempos e higiene que se recomienda para dicho procedimien-
to[5, 7,10, 12].

Lavado y desinfecci6n de las pezoneras previo al ordefio

Con el objetivo de eliminar la carga bacteriana preexis-
tente en el interior de las pezoneras o forros se procedio, pre-
vio al ordefo, a lavarlas primero con agua y jabdn liquido, y
luego con jabén iodado cepillando vigorosamente en cada
oportunidad. Posteriormente los forros fueron sumergidos en
una solucién iodada (50 ppm) durante una hora, retirandose de
la misma diez minutos antes de iniciarse la rutina, para colo-
carlas en la unidad de ordefio. Justo antes de comenzar la ruti-
na se tomo la muestra Preordefio y se remitié al laboratorio.

Lavado y desinfeccién manual de las pezoneras entre
vacas durante el ordefio

El método que se usé para el lavado de la unidad de or-
defio es el denominado método de balde individual, el cual se
describira a continuacion:
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Una vez finalizado el ordefio de una vaca y retirada la
unidad ordefiadora de ésta, las pezoneras eran sumergidas
por completo tres veces en una solucién desinfectante a base
de iodo (50 ppm), agitandolas fuertemente y de dos en dos,
antes de ser usadas en la siguiente vaca; repitiéndose todo
este proceso durante toda la rutina de ordefio. Ya realizado el
lavado de la unidad de ordefio, ésta era colocada en su sitio de
descanso boca abajo para que las pezoneras se escurrieran y
secaran.

Cada unidad ordefiadora poseia su propio balde indivi-
dual al pie de ésta, el cual era preparado al inicio del ordefio
con la solucién desinfectante.

Toma de la muestra

Las muestras se tomaron de la unidad de ordefio en las
siguientes etapas:

-Antes de iniciar el ordefo. Dicha muestra se denomind
PREORDENO, la cual se realizé con el fin de probar la esterili-
dad y calidad de los materiales usados.

-Después de finalizado el ordefio de una vaca, y antes
de realizar el lavado y desinfeccion manual de las pezoneras.
Dicha muestra se denominé PRELAVADO.

-Posterior al lavado y desinfeccion manual de las pezo-
neras y antes de ordenar a la siguiente vaca. Dicha muestra se
denominé POSLAVADO.

Las muestras Prelavado y Poslavado se tomaron indivi-
dualmente y cada dos (2) vacas a lo largo de todo el ordefio.

El procedimiento que se usd para recolectar las mues-
iras se basé en el método descrito por McDonald y col. [8]; el
cual se usa para determinar la eficiencia del lavado y desinfec-
cion de las pezoneras. Por ello se siguieron los siguientes pa-
S0Ss:

Prelavado: Una vez ordefada la vaca y retirada la uni-
dad de ordefio, se sacudié el exceso de leche del interior de
'as pezoneras boca abajo. En seguida se introdujo un hisopo
de algoddn estéril y seco de 6 pulgadas de longitud, y se roté
en la misma direccidn dos veces en la supertficie interna de
cada una de las pezoneras de la unidad de ordefio, en el lugar
donde se estima que la punta del pezén entra en contacto con
la pared.

Inmediatamente el hisopo se colocé en un tubo estéril
con tapa de baquelita; el cual contenia 0,5 cc de infusion cere-
oro corazén como medio de transporte. Una vez identificado el
tubo, se colocé en una gradilla dentro de una cava con abun-
dante hielo picado.

Finalizada la toma de las muestras, se transportaron al
lzboratorio de Diagnéstico de Mastitis en la Catedra de Enfer-
medades Infecciosas de la Facultad de Ciencias Veterinarias
de LUZ’, en donde se conservaron a -20°C, hasta el dia si-

Universidad del Zulia.

guiente cuando fueron sembradas; transcurriendo un lapso no
mayor de 12 a 16 horas desde la coleccion a la siembra.

Poslavado: Realizado el lavado y desinfeccidn manual
de las pezoneras se repitid el mismo procedimiento sefalado
en el Prelavado.

Las muestras recolectadas se obtuvieron de cinco (5) or-
defios consecutivos separados por una semana entre cada
uno de ellos, durante los meses de septiembre y octubre de
1994,

Procesamiento de las muestras en el laboratorio

Slembra de las muestras:El primer medio de cultivo uti-
lizado para la siembra de las muestras fue el agar sangre de
bovino al 5%, usado por McDonald y col. [8]; este medio per-
mite el crecimiento no selectivo de cualquier microorganismo
mesdfilo, aerobio estricto o anaerobio facultativo [9].

El segundo medio de cultivo utilizado fue el manitol sala-
do rojo de fenol, el cual permite el crecimiento semiselectivo
de microorganismos mesdfilos, haldfilos moderados y aerobios
estrictos o anaerobios facultativos [9]. Ademas de facilitar la
identificacion del S. aureus, el cual es uno de los principales
agentes etiolégicos de la mastitis bovina [1, 3, 4, 5, 10, 12], y
por ello es muy importante su deteccidn.

En agar sangre:

-Muestras sin diluir: Las muestras se descongelaron a
temperatura de laboratorio, y una vez que alcanzaron la tem-
peratura ambiente se procedié a la siembra, usando un proce-
dimiento basado en la metodologia descrita por McDonald y
colaboradores [8] como parte de una técnica para evaluar la
eficiencia de los sistemas de lavado y desinfeccién.

El procedimiento seguido se describe a continuacién: el
tubo conteniendo al hisopo sumergido en el medio de transpor-
te se agitd vigorosamente en un vortex por 30 segundos. Segui-
damente se retird el hisopo con una pinza estéril y se extrajo el
contenido liquido del mismo, por presién y torsién contra las pa-
redes internas del tubo; para luego desechar dicho hisopo.

Seguidamente se tomd 0,1 cc de la muestra contenida
en el tubo, y se diseminé uniformemente sobre tada la superfi-
cie de una placa (100 mm) de agar sangre bovina al 5%, usan-
do para ello una varilla de vidrio en "L". Luego dicha placa se
incubd a 37°C por 48 horas.

-Muestras diluidas: De cada muestra se procedi6 a reali-
zar una dilucién 1:10, con el objeto de que si en la muestra sin
diluir no se podia cuantificar la carga bacteriana tanto en el
prelavado como en el poslavado, debido a una alta carga de
microorganismos, se pudiera contar en las placas sembradas
con la muestra diluida, y poder asi determinar la posibilidad de
cuantificar la reduccién de la carga bacteriana para un trata-
miento especifico; por lo tanto donde se presentara dicho caso
se tomarian en su defecto los resultados del prelavado y
poslavado diluido.
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La secuencia utilizada fue la siguiente:

Una vez sembrada la muestra sin diluir, se tomé 0,1 cc
de la misma muestra y se dispensé en un tubo estéril debida-
mente identificado, el cual contenia 0,9 cc de buffer fosfato sa-
lino (B.F.S.), pH 7,2. En seguida se procedié a homogeneizar
la muestra en el B.F.S., para luego tomar nuevamente 0,1 cc
del contenido del tubo; esa cantidad de la muestra diluida se
coloco en una placa de agar sangre, repitiéndose todo el pro-
cedimiento de siembra antes descrito.

En manitol salado: Sembradas las muestras en las pla-
cas de agar sangre, tanto en la forma sin diluir como la diluida;
se procedio a realizar la misma secuencia antes descrita para
sembrar las placas de manitol salado, usando para ello la mis-
ma muestra con la que se sembrd en el agar sangre.

Contaje de colonias: Terminado el periodo de incuba-
cidn se procedio al conteo de las colonias que crecieron en
cada una de las placas sembradas. Para ello se usé un conta-
dor de colonias (Darkfield Colony Counter, QuebecR); y en los
casos de duda se uso una lupa estereoscépica.

Procesamiento de los datos

Cada rutina completa de ordefio, donde se trabajé todo
el rebafo, se considerd como una repeticion en la cual se reali-
zaron aproximadamente 15 ordefios por cada unidad ordefia-
dora; donde el muestreo de dichas unidades era cada dos or-
defos, teniendo un total de ocho (8) muestras por cada repeti-
cion. Senalando que este trabajo se realizé en base a cinco (5)
repeticiones, obteniendo un total de 40 muestras provenientes
de las vacas que se ordefiaron al azar,

Los datos obtenidos se procesaron usando los siguien-
tes pasos:

1) Los resultados del conteo de colonias por placa, pre-
lavado y poslavado en cada ordefio (o tratamiento), fueron re-
copilados en unas tablas disefiadas para tal fin, usando los si-
guientes criterios:

Aquellas placas que permitieron un conteo en forma cla-
ra, debido a que las colonias estaban bien definidas, separa-
das y en un nuimero menor o igual a cuatrocientas {(400) por
placa , eran consideradas y anotadas como Contables (C) [8].
Por el contrario, aquellas placas que tenian colonias eonfluen-
tes o de crecimiento invasivo que no permitian un contaje ade-

cuado, o que el nimero de colonias era sumamente alto, ma-
yor de cuatrocientas (400) colonias, eran consideradas y ano-
tadas como Incontables ([).

2) Se estudio la posibilidad de calcular el porcentaje de
reduccion de la carga bacteriana del interior de las pezoneras,
en cada uno de los ordefos (o tratamientos) muestreados; de-
terminando dicha posibilidad en forma individual para las
muestras sin diluir y para las diluidas, correspondientes a cada
medio de cultivo.

Dicho estudio se basé en los cuatro (4) tipos de relacio-
nes que se pueden establecer entre los resuftzdos del prelava-
do y el poslavado correspondientes a2 un ordeno (o tratamien-
to), las cuales se muestran en la TABLA |.

Siendo la dlima relacién (Contable-Contable) la dnica
que permitié calcular la reduccién de la carga bacteriana, ya
que aporta los datos numéricos necesarios para aplicar la fér-
mula del porcentaje de reduccién bacterianz antes descrita.

Los resultados se registraron en una tablz individual para
cada forma de dilucién y medio de cultivo. En aquellos casos
donde se perdia uno de los resultados, ya sea prelavado o
postlavado de una misma muestra, no era posible realizar rela-
cién alguna, entonces dicha muestra no se tomaba en cuenta
para determinar la posibilidad de calcular |z reduccién bacte-
riana.

3) Como se indicé anteriormente, ds las mismas mues-
tras correspondientes a un ordefic (o tratamiento) se realizd
una dilucién, con el objeto de que en aguellos casos de mues-
tras sin diluir que NO era POSIBLE (N.P.) calcular la reduccidn
bacteriana, se consideraba en su defecto los contajes obteni-
dos de las diluciones correspondientes.

Es por ello que en este paso se procedid a establecer
las relaciones entre los resuliados de las muestras sin diluir
con los de su dilucién correspondiente, con la finalidad de de-
terminar si en esa muestra en particular era posible o no posi-
ble el calculo de la reduccién bacteriana; para ello se eétable-
cieron las combinaciones que se observan en la TABLA 1.

Los resultados obtenidos al ejecutar estas combinacio-
nes se anotaron en una tabla especial para ello.

4) Seguidamente se determind la eficiencia para cada
una de los medios de cultivo empleados, mediante el porcenta-

TABLA |

RELACION ENTRE LOS RESULTADOS DEL PRELAVADO Y EL POSLAVADO

Tratamiento N2

Resultados en

Calculo de la reduccién

Prelavado Postlavado bacteriana
XX Incontable Incontable No Posible
XX Incontable Contable No Posible
XX Contable Incontable No Posible
XK Contable Contable Posible
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TABLA Il

RELACION ENTRE LOS RESULTADOS DE LA MUESTRA SIN DILUIR CON SU DILUCION CORRESPONDIENTE

Trat. N° Resultados en las muestras Célculo de la reduccién
Sin diluir Diluidas bacteriana
XX No Posible No Posible No Posible (en esta muestra)
XX No Posible Perdida No Posible (en esta muesira)
XX Perdida No Posible No Posible (en esta muesira)
XX No Posible Posible Posible (en esta muestra)
XX Posible No Posible Posible (en esta muestra)
XX Posible Posible Posible (en esta muestra)
XX Posible Perdida Posible (en esta muestra)
XX Perdida Posible Posible (en esta muestra)

je (%) del total de las muestras procesadas en que fue posible
calcular la reduccion bacteriana.

5) Obtenidos los porcentajes de eficiencia para cada uno
de los medios, éstos se confrontaron para evidenciar si existia
diferencia significativa entre ellos; y de haberla, determinar
cudl era el mejor. Para esto se realizé el andlisis estadistico
correspondiente.

Anélisis estadistico

Se utilizé la Prueba Z de diferencias de proporciones
para comparar los porcentajes de eficiencia, en el célculo de la
carga bacteriana del interior de las pezoneras, en el agar san-
gre respecto al manitol salado,cuya férmula viene dada por:

, PP
wl= 1P i Fa
™ np

donde:

P1 = Porcentaje de eficiencia en el célculo de la carga bacte-
riana en el agar sangre.

P> = Porcentaje de eficiencia en el manitol salado.
niy nz = Tamaho de la muestra en ambos medios de cultivo.
Q4 = 100 - P4 (Porcentaje de ineficiencia en A. Sangre).

Q2 = 100 - P2 (Porcentaje de ineficiencia en M. Salado).

RESULTADOS

En agar sangre
Muestras sin diluir:

-Prelavado: De un total de 39 placas procesadas, 38
'37,44%) fueron consideradas incontables; y sdlo 1 placa
2,56%) fue considerada contable, FIG.1; de las 38 placas in-
contables, 30 (78,95%) de ellas presentaron colonias invasivas
de rapido crecimiento, que confluian entre si lo que hacia im-

posible su conteo. Las restantes 8 placas (21,05%) no eran
contables debido a que el nimero de U.F.C. era mayor de 400,
lo que hacia perder la exactitud de el conteo.

-Poslavado: Se obtuvo un total de 40 placas procesadas,
donde 8 (20%) fueron catalogadas como contables; y las otras
32 placas (80%) eran incontables, FIG. 1, de las cuales 29
(90,62%) se debid a la presencia de colonias invasivas y con-
fluentes, y las 3 (9,38%) restantes presentaron mas de 400 co-
lonias por placa.

-Posibilidades para el caiculo de la reduccion bacteriana:
Se determind que en 39 relaciones establecidas entre los re-
sultados del prelavado y el poslavado, de la muestra sin diluir
en el agar sangre, no era posible calcular el porcentaje de re-
duccién de ia carga bacieriana; debido al alto nimero de pla-
cas incontables obtenidas tanto en el prelavado como en el
postlavado, o en ambos, FIG. 2.

Muestras diluidas:

-Prslavado: Se obtuvieron 30 placas (83,33%) inconta-
bies y 6 placas (16,67%) contables de un total de 36 placas,
FIG. 1. De las 30 placas incontables, 24 (80%) de ellas pre-
sentaron colonias invasivas y confluentes como las anterior-
mente descritas; y las restantes 6 placas (20%) no eran conta-
bles debido a que el nimero de U.F.C. era mayor de 400.

-Poslavado: De un total de 40 piacas procesadas sélo
fueron contables 18 (45%) de ellas; y el resto, 22 (55%), fue-
ron consideradas incontables, FIG. 1. A su vez, en 19
(86.36%) de estas ultimas el conteo no fue posible debido a la
presencia de colonias confluentes, y en las otras 3 (13,64%)
porque presentaron mas de 400 colonias por placa.

-Posibilidades para el célculo de Ja reduccion bacteriana:
De 36 relaciones establecidas entre los resultados del prelava-
do y el poslavado de la dilucion, sdlo en 6 (16,67%) de ellas se
logré obtener resultados para calcular el % de reduccién de la
carga bacteriana del interior de las pezoneras lavadas y desin-
fectadas. Es decir que en sdlo esas 6 relaciones se obtuvo re-
sultados contables tanto en el prelavado como en el poslava-
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FIGURA 1. RESULTADOS DEL PRELAVADO Y EL POSLAVADO DE LAS MUESTRAS SIN DILUIR Y LAS DILUIDAS
SEMBRADAS EN EL AGAR SANGRE.

do, lo que aportaria los datos numéricos necesarios para eje-
cutar la férmula del porcentaje de reduccién bacteriana antes
descrita, FIG. 2.

Eficiencia del agar sangre:

El porcentaje de eficiencia para el agar sangre, calculado
en base al total de posibilidades para determinar el porcentaje
de reduccion de la carga bacteriana, tanto en las muestras sin
diluir como en las diluidas, fue de un 15%. Es decir que de un
total de 40 muestras procesadas sélo en 6 de ellas fue posible
realizar dicho célculo, FIG. 3.

En agar manitol salado
Muestras sin diluir:

-Prelavado: Se procesaron 40 muestras de las cuales
sélo en 18 placas (45%) se pudo determinar el total de U.F.C.,
siendo catalogadas como contables. Las restantes 22 placas
(55%) fueron clasificadas como incontables, FIG. 4, debido a
que todas ellas (100%) presentaron mas de 400 colonias por

placa, FIG. 6.

-Poslavado; Igualmente se procesaron 40 muestras, de
las cuales 34 placas (85%) fueron consideradas como conta-
bles; y las 6 placas (15%) restantes eran incontables, FIG. 4,
donde el 100% de estas poseia mas de 400 colonias, FIG. 6.

-Posibilidades para el calculo de la reduccion bacteriana:
De 40 relaciones establecidas entre los resultados del prelava-
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FIGURA 2. POSIBILIDADES PARA CALCULAR EL
PORCENTAJE DE REDUCCION EN LAS MUESTRAS SIN
DILUIR Y LAS DILUIDAS DEL AGAR SANGRE.
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FIGURA 5. POSIBILIDADES PARA CALCULAR EL
AGURA 3. EFICIENCIA DEL AGAR SANGRE Y DEL PORCENTAJE DE REDUCCION EN LAS MUESTRAS SIN
MANITOL SALADO. DILUIR Y LAS DILUIDAS DEL MANITOL SALADO.

1o

e PRE POST PRE POST

SiN DILUIR DILUIDA

HINCONTABLE

CONTABLE

FIGURA 4. RESULTADOS DEL PRELAVADO Y EL POSLAVADO DE LAS MUESTRAS SIN DILUIR Y LAS DILUIDAS
SEMBRADAS EN EL MANITOL SALADO.

2o y el poslavado sin diluir, sélo en 18 (45%) se logré obtener Muestras diluidas:

r=suftados para calcular el % de reduccién de la carga bacte- -Prelavado: Se obtuvo un total de 39 muestras procesa-
-_a:_asdel interior de las pezoneras lavadas y desinfectadas, das, de las cuales en 36 placas se logré un conteo efectivo, es
865,

decir un 92,31% de resultados contables. Y tan sélo 3 placas
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(7,69%) fueron consideradas incontables, ya que tenian mas
de 400 colonias, FIGS. 4y 6.

-Poslavado: De un total de 39 muestras procesadas, se
pudo contar en el 100% de las placas, en forma clara y preci-
sa, es decir que todas las placas fueron consideradas conta-
bles, FIGS. 4y 6.

-Posibilidades para el calculo de la reduccion bacteriana:
Se establecié un total de 39 relacioneé, de las cuales 36
(92,31%) permitieron calcular el porcentaje de reduccién de la
carga bacteriana, que se obtuvo al usar el sistema de lavado y
desinfeccidn ya descrito, FIG. 5.

Eficiencia del manitol salado:

El porcentaje de eficiencia para el manitol salado, calcu-
lado en base al total de posibilidades para determinar el por-
centaje de reduccién de la carga bacteriana, tanto en las
muestras sin diluir como en las diluidas, fue de un 90%. Es de-
cir gue de un total de 40 muestras procesadas en 36 de ellas
fue posible realizar dicho célculo, FIG. 3.

NOTA: Todas las muestras del preordefio dieron negati-
vas, lo que garantizd la esterilidad de los materiales utilizados
en la toma de la muestra.

Andlisis Estadistico

Para comparar el porcentaje de eficiencia de cada medio
de cultivo, se empled la Prueba Z para proporciones; en la cual
el valor de Z, = - 10,095364 (P < 0,001).

DISCUSION

Para poder evaluar un método de lavado y desinfeccidn
de pezoneras entre vacas, es necesario determinar si éste re-
duce la carga bacteriana del interior de las pezoneras, y cuan-
tificar dicha reduccién [8]. Por lo tanto, ce hace necesario apli-
car una técnica gue permita cuantificar la reduccién de la car-
ga bacteriana; la cual ya ha sido descrita por McDonald y col.

[8].

El buen funcionamiento de dicha técnica depende del
medio de cultive dende es sembrada la muestra que se obtuvo
del interior de las pezoneras; ya que el medio debe permitir
contar con facilidad y claridad las colonias que han crecido en
él, tanto para las muestras del prelavado como las del poslava-
do de un mismo tratamiento; lo cual es necesario para calcular
la reduccién de la carga bacteriana, ya que se requiere de am-
bos resultados (pre y poslavado) expresados en forma numéri-
ca para ejecutar la férmula respectiva y poder asi saber si el
método de lavado y desinfeccién usado esta funcionando o no.

Por lo tanto, un medio de cultivo sera mas eficiente que
otro cuando permita obtener resultados contables, tanto en el
prelavado como en su poslavado correspondiente, en el mayor
nimero de muestras recolectadas.
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> 400 COLONIAS/PLACA

EN EL AGAR SANGRE.
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> 400 COLONIAS/PLACA
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FIGURA 6. DISTRIBUCION DE LAS CAUSAS DE PLACAS
INCONTABLES.

En este trabajo se determind gue existe diferencia alta-
mente significativa entre los dos medios de cultivo comparados
(agar sangre y manitol salado), en lo que respecta a su eficien-
cia; diferencia que estuvo a favor del segundo de ellos, tal y
como lo reflejo el valor negativo de *Z* (- 10, 025384).
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Se observé que el agar sangre no fue muy efectivo, ya
que sélo fue posible calcular el porcentaie de reduccidn de la
carga bacteriana en un 15% de las musstras sembradas en
este medio. De 40 relaciones que s= ssizblecieron sdlo 6 de
ellas obtuvieron resultados contables tanto en el prelavado
como en su poslavado correspondients, yz sea en sus formas
sin diluir o diluida.
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en la principal causa que impidio = conizo de las muestras
sembradas en el agar sangre, FIG_ &

=

N @ @

(&) in
]
!IJ



Revista Cientifica, FCV-LUZ / Vol. VI, N2 1, 21-30, 1996

En consecuencia, en un gran nimero de muestras sem-
bradas en el agar sangre no fue posible conocer la carga bac-
teriana, ya sea en el prelavado o en el poslavado, o en ambos,
debido a que resultaron incontables. Esto impidié obtener los
datos numéricos necesarios para hacer posible la determina-
cién de la reduccién de la carga bacteriana del interior de las
pezoneras, que se obtendria al usar un método de lavado y
desinfeccion; impidiendo entonces conocer si éste es efectivo
© no, dejando de cumplir asi con el objetive para el cual fueron
sembradas las muestras.

Estos resultados difieren con los obtenidos en otros tra-
bajos [6, 8, 14, 15, 16] donde si se pudo cuantificar la reduc-
cion bacteriana usando como medio de cultivo agar sangre.
Las posibles razones de estas diferencias pueden deberse a:

1) Dichos trabajos fueron realizados en zonas de climas
templados, como por ejemplo: Washington (EEUU) (8],
Gainesville (EEUU) [14], Pennsylvania (EEUU) [15], etc.

2) Los rebafos que se usaron eran semiestabulados [14,
15] o estabulados [6, 8].

3) El manejo sanitario en esos rebafio era bastante es-
tricto, sobre todo a lo que se refiere a las medidas de higiene
aplicadas al equipo de ordefio y al uso de éste.

Lo anterior hace suponer que la carga bacteriana de di-
chos animales era bastante baja, si lo comparamos con los
animales que se utilizaron en este trabajo; el cual se realizé en
un clima tropical, con alta temperatura y humedad, en donde
los animales permanecian en potreros abiertos (no estabula-
dos), y las medidas higiénicas durante el ordefio no fueron tan
estrictas; lo cual facilitaria el crecimiento y desarrollo de una
alta carga bactetiana en la piel de los pezones, la cual pasaria
a las pezoneras durante el ordefo.

En cambio, los resultados obtenidos en el manitol salado
contrastan abiertamente con los del agar sangre, debido a que
en el manitol ninguna placa presentd dichas colonias invasi-
vas; y la razén de esto radica en que los microorganismos que
originaban ese tipo de colonias, bacilos ambientales Gram +,
no crecian en las altas concentraciones de sal que poseia este
medio (7,5%).

Todo esto determiné que el porcentaje de eficiencia para
el manitol salado fuera bastante alto, un 90%; debido al hecho
que se pudo establecer un mayor niimero de relaciones conta-
bles entre el prelavado y el poslavado, aportando los datos nu-
méricos necesarios para cuantificar la reduccién de la carga
bacteriana.

Asimismo, es importante sefialar que el mayor nimero
de relaciones que permitieron calcular la reduccién bacteriana
correspondieron a las diluciones realizadas a cada muestra, tal
como se puede observar en los siguientes resultados:

No se obtuvo ninguna relacién Contable-Contable en las
muestras sembradas sin diluir en el agar sangre; en cambio si

se obtuvo un 16,67% en las diluidas sembradas en el mismo
medio.

Y en lo que respecta al manitol salado, las muestras
sembradas sin diluir sélo obtuvieron un 45% de eficiencia para
establecer relaciones Contable-Contable; en cambio en las di-
luidas se obtuvo un 92,31% de eficiencia.

CONCLUSIONES

1.- El agar manitol salado rojo de fenol usado para la
siembra, como parte de la técnica no destructiva de muestreo
de superficies, fue mucho mas eficiente que el agar sangre de
bovino al 5%; debido a que facilité la cuantificacién de la carga
bacteriana del interior de las pezoneras en U.F.C. en el mayor
nimero de muestras, tanto en el prelavado como en el posla-
vado; lo que permitiria a su vez calcular el porcentaje de re-
duccion de la carga bacteriana de las pezoneras, evaluando
asi el método manual de lavado y desinfeccién que se le aplicé
a las mismas.

2.- El agar sangre no obtuvo buenos resultados debido a
que es un medio de cultivo enriquecido y no selectivo que per-
mitié el crecimiento excesivo de microorganismos en las pla-
cas sembradas, lo que impidic un conteo claro y preciso de és-
tas. Ademas, las pezoneras presentaron una alta carga de mi-
croorganismos ambientales contaminantes, debido a las condi-
ciones climaticas y de manejo antes senaladas.

3.- Las diluciones de las muestras permitieron calcular el
porcentaje de reduccién bacteriana en un mayor nlmero de
éstas; debido a que al diluir la muestra se esta igualmente dilu-
yendo la alta carga bacteriana que ésta poseia, lo que a su
vez facilitaria el conteo en las placas.

RECOMENDACIONES

1.- Como una forma de determinar la eficiencia al usar
un método manual de lavado y desinfeccién de pezoneras, se
recomienda el uso del MSRF como medio de cultivo para la
siembra de las muestras recolectadas del interior de las pezo-
neras; especialmente cuando el rebafio de ordefio se encuen-
tre a potrero (no estabulado) y/o en climas tropicales (alta tem-
peratura y humedad). Resaltando que la reduccion bacteriana
calculada con este medio es sélo en base a los microorganis-
mos mesdfilos haldfilos moderados y no al total de la carga
bacteriana.

2.- Usar el agar sangre como un medio secundario para
aislar e identificar microorganismos causantes de mastitis del
interior de las pezoneras, a través de sus caracteristicas de
crecimiento, morfologia y patrén hemolitico.

3.- Cuando se sospeche que las muestras poseen una
alta carga de microorganismos, debido a las caracteristicas cli-
matolégicas y de manejo bajo las cuales esté el rebafio a
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muestrear; se recomienda utilizar diluciones de dicha muestra,
usando para ello Buffer Fosfato Salino (BFS).
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