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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue evaluar la presencia e identificacion de
microorganismos bacterianos en uteros de hembras bovinas sacrificadas en
rastro. Se obtuvieron 32 uteros de hembras bovinas, sacrificadas en el rastro
municipal de Tulancingo. Posteriormente, a los uteros les fue inyectado 50 ml de
solucién salina estéril, se aplicO6 masaje y finalmente se recuperd la mayor
cantidad de liquido posible, las muestras obtenidas fueron depositadas en tubos
de 15 ml y se centrifugaron a 3500 x g durante 10 minutos, después fue separado
el precipitado y se coloc6 en tubos nuevos numerados para realizar el cultivo. Los
precipitados fueron sembrados en Agar Sangre y Agar McConkey para observar el
crecimiento y caracteristicas morfologicas de las colonias bacterianas;
posteriormente se les realizé una tincidn de Gram para diferenciar a las bacterias
en dos grupos, Gram (+) y Gram (-) y observar su morfologia. A las colonias
identificadas como Gram (+) se les practicaron las pruebas bioquimicas de
Catalasa, Cultivo en Agar sal y Manitol y Coagulasa positiva, mientras que, las
identificadas como Gram (-) se les realizaron las pruebas IMVIC, respectivamente.
De las 32 muestras procesadas hubo aislamiento bacteriano en el 100%, de las
cuales 18 (56.25%) correspondieron a Staphylococcus spp, Coagulasa Negativos
(SCN), 5 (15.62%) a Salmonella spp, 4 (12.5%) a E.coli, 3 (9.37%), 1 (3.12%) a
Klebsiella spp y 1 (3.12%) a Kluyvera ascorbata, respectivamente. La mayor
frecuencia de aislamiento en el presente trabajo fue para Staphylococcus spp
Coagulasa Negativo presentando la Unica diferencia significativa (P<0.05) con
respecto a los demas grupos aislados. En conclusién se determin6 que en el Gtero
de vacas sacrificadas en rastro habitan microorganismos bacterianos que forman
parte de la micriobiota normal del Utero sin embargo, son patogenos oportunistas
con la capacidad para provocar una infeccion uterina con efectos negativos en la

fertilidad, motivando a la eliminacion de la vaca.

Palabras clave: Bovinos, enfermedades uterinas, Staphyococcus sp. coagulasa
negativos, E. coli.
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[. INTRODUCCION

Para el afio 2050 la poblacion humana mundial se estima sera cercana a 9 mil
millones de habitantes, lo que aumentard hasta en un 70% la demanda por
alimento (FAO, 2012). Por lo que sera necesario aumentar la produccion de carne
y leche, para alimentar a una poblacion humana que se encuentra en constante
crecimiento, trazdndose como meta mejorar la eficiencia reproductiva vy
rendimiento del ganado, para poder hacer frente a la creciente demanda de

proteina de origen animal (Cabello et al., 2002).

Las enfermedades de origen infeccioso y no infeccioso tienen un impacto negativo
en los sistemas de produccién de la ganaderia bovina, afectando de forma
significativa la eficiencia reproductiva del hato. Dentro de los padecimientos
infecciosos se encuentra un grupo de enfermedades que afectan al aparato
reproductor causando problemas reproductivos como: retencidn placentaria,
metritis, endometritis, piometra, reabsorciones embrionarias, aborto, anestro,
repeticion de estro e infertilidad (Rodriguezet al., 2004). Estos problemas influyen
significativamente en el retraso del restablecimiento de la actividad ovarica post-
parto, aumento en intervalos de parto a primera inseminacion y parto-concepcion,
bajas tasas de concepcidn, dias abiertos prolongados y mayor numero de
servicios por concepciéon (Coérdova et al., 2005). En programas reproductivos, las
fallas en la eficiencia reproductiva generan pérdidas econdmicas al productor
debido a aumento del intervalo entre partos, incremento en el numero de dias

abiertos, pérdida de terneros, baja produccion de leche, eliminacién de vacas



antes del final de su vida productiva, mantenimiento y alimentacion de vacas en
periodos de baja productividad, gastos en servicios por concepcion, gastos por

vacas de reposicion y servicios profesionales (Forero, 2004).

Los problemas reproductivos incrementan la tasa de eliminacion de vacas que
tienen muy pocas posibilidades de tener una gestacion mas, llegando a
representar mas del 60% del total del desecho (Lozano, 2002; Escéapita, 2014).
Muchos patdégenos especificos y no especificos del tracto reproductor son
responsables de problemas reproductivos. El tracto reproductor de las hembras
bovinas posee una microbiota en casi toda su extension, a excepcién del utero, ya
que alli por lo general no habitan microorganismos, aunque esto puede variar de

acuerdo al estatus inmunolégico del animal (Sanchez et al., 2011).

Durante la gestacion y el parto, el tracto reproductor no se encuentra totalmente
estéril, por lo que se pueden aislar microorganismos oportunistas, que producen
inflamacion e infeccion (Fernandez et al., 2006). Entre las principales bacterias
asociadas a problemas reproductivos se encuentran Trueperella pyogenes la cual
€S un microorganismo oportunista causante de aborto, endometritis, metritis,
piometra, repeticion de estros e infertilidad (Palmer, 2007; Azawi, 2008).
Streptococcus sp se relaciona con problemas reproductivos como cervicitis,
metritis, endometritis, aborto y retraso en la involuciéon uterina (Rodriguez, 2002;
Fernandez et al., 2006; Sanchez et al., 2011). Escherichia coli puede convertirse
en un microorganismo oportunista altamente patdégeno y de gran importancia en el

desarrollo de infecciones uterinas e infertilidad, a pesar de ser parte de la



microbiota normal del tracto reproductor en bovinos (Gonzélez et al., 2007;

Escapita, 2014).

Otros microorganismos como Campylobacter spp, Prevotella melaninogenica,
Brucella abortus, Leptospira spp, Listeria monocytogenes, Salmonella spp e
Histophilus somni, han sido reportados como causantes de problemas
reproductivos, debido a su capacidad para producir reabsorciones embrionarias,
metritis, endometritis, abortos, retenciones placentarias e infertilidad (Xolalpa et
al., 2010; Sanchez et al., 2011). Actuando de forma aislada o en sinergismo con

otros microorganismos (Sheldon et al., 2004).

El mayor porcentaje de eliminacibn de ganado bovino se debe a problemas
reproductivos (Vitela et al., 2004; Chirinoset al., 2008;Fouzet al., 2013). Por lo que
la temprana y correcta deteccion del patdégeno especifico involucrado en las
infecciones del tracto reproductor que resultan en problemas reproductivos e
infertilidad es esencial para implementar una eficaz y correcta intervencion para

curar y/o prevenir estos problemas (Njiro et al., 2011).

Por lo anterior el objetivo de la presente investigacion fue determinar la presencia
e identificacion de microorganismos bacterianos en Uteros de hembras bovinas

sacrificadas en rastro.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 Microbiota normal del cuerpo de los animales

El cuerpo de los mamiferos mantiene relativamente estable su pH, temperatura
ademas de un aporte constante de nutrientes, o que provee un habitat favorable
para una gran variedad de microorganismos adaptados al cuerpo del animal, la
cual recibe el nombre de microbiota y comprende bacterias, hongos y protozoos
gue viven dentro y en la piel de los animales sin producir enfermedad en la cual se
incluyen microorganismos saprofitos, patdgenos potenciales y oportunistas

(Fernandez et al., 2006).

2.2 Origen de la microbiota normal

Antes del nacimiento, el feto sano esta libre de microorganismos, por lo que su
primer encuentro con estos, es en el canal de parto especialmente en la vagina
donde adquiere los microorganismos, por contacto superficial y posteriormente
tragando o inhalando (Silveira, 2006). La naturaleza de esta microbiota depende
de factores tales como la dieta, las condiciones zootécnicas y el medio ambiente

de la unidad de produccion (Guzman, 2013).

2.3 Clasificacion de la microbiota normal en el cuerpo de los animales

La piel y las mucosas hospedan siempre a una gran variedad de microorganismos,

los cuales se clasifican en 2 grupos:



2.3.1 Microbiota residente

Estad compuesta de microorganismos que estan siempre presentes en una parte
del cuerpo del hospedero son heterotrofos y viven en simbiosis entre bacterias y
organismos superiores (ejemplo: bacterias digestivas). Son inocuos y pueden ser
beneficiosos en su localizacion normal en el hospedero y en ausencia de
anormalidades. Sin embargo, pueden producir enfermedades si son introducidos
en localizaciones diferentes a la normal (microbiota intestinal, microbiota cutanea,
microbiota vaginal, etc.) o si ocurren factores predisponentes para su proliferacién

pudiéndose considerar como oportunistas (Boscan et al., 2010).

2.3.2 Microbiota transitoria

La microbiota normal transitoria esta formada por microorganismos no patdégenos
0 solo potencialmente patdégenos, hospedados en la piel o las mucosas durante
horas, dias o semanas, que provienen del ambiente, no producen enfermedades y
no se establecen por si mismos permanentemente en la superficie (Fernandez et
al., 2006).Como E. coli, T. pyogenes, Staphylococcus sp, entre otros, los cuales
son de poca importancia en tanto que la microbiota residente permanezca sin
alterarse, pero si ésta se altera los microorganismos transitorios pueden responder
aprovechando la situacion, proliferar y llegar a producir enfermedades (Sanchez et

al., 2011).



2.4 Microbiota normal del Utero en vacas

La clase y nUmero de microorganismos de la microbiota normal uterina varian de
acuerdo a distintas circunstancias, como la edad, estado fisiolégico (sanas,
gestantes, en puerperio, vacas con repeticibn de servicios o con infecciones
clinicas) y las condiciones ambientales presentes en el lugar donde se ubica la
unidad de produccién (Otero et al., 2000). Las bacterias aisladas del tracto
reproductor se clasifican principalmente en 4 grupos: Bacterias Gram positivas
(Staphylococcus spp, Streptococcus spp, Lactobacillus spp, y Enterococcus),
Gram negativas (E. coli, Klebsiella spp, Proteus spp), acido alcohol resistentes (T.

pyogenes) y bacilos esporoformadores (Clostridium spp) (Sanchez et al., 2011).

2.4.1 Microbiota en vacas clinicamente sanas

Las especies aisladas en el cérvix y el Gtero sin producir trastornos pertenecen a
la microbiota natural residente o transitoria del aparato reproductor de la hembra
(Cuadro 1). Sin embargo, esta flora puede tener un caracter de patdgenos
oportunistas cuando la resistencia local y general del animal se debilita rompiendo

el equilibrio biolégico (Fernandez et al., 1984).

En un estudio realizado en novillas cebu virgenes no expuestas a toro se obtuvo
un 54.6% de frecuencia de aislamientos bacterianos que correspondieron a E. coli

y Klebsiella spp (Gonzalez et al., 2007).



Cuadro 1. Frecuencia de bacterias aisladas en secreciones cérvico-uterinas de
vacas clinicamente sanas en diferentes fases del ciclo estral (%).

Microorganismos Cérvix Utero
E. coli 33.3 5.6
E. coli var. Haemolytica 10.1 8.6
Haffnia sp. 6.4

Shigella sp. 1.2

Pseudomonas aeruginosa 2.5

Staphylococcus albus 23 17.2
Staphylococcus aureus 25

Staphylococcus citreus 7.6

Streptococcus viridans 1.2

Enterococcus feacalis 7.6 1.7
Sarcina lutea 3.8 155

Tomado de Fernandez et al. (1984)

Klebsiella sp se ha clasificado como microbiota uterina normal en novillas
(Gonzélez et al., 2007), que no se asocia con problemas reproductivos, sino que
solo se considera como microbiota normal del Utero de vacas (Méndez, 2008).
Mientras que E. coli es una bacteria que coloniza el intestino pocas horas después
del nacimiento y se le considera un microorganismo de la microbiota normal, pero
hay cepas que pueden ser patdgenas y causar dafio produciendo diferentes
cuadros clinicos (Escapita, 2014). Este microorganismo se puede aislar unos dias
después del parto, con altos porcentajes como el 36% reportado por Rodriguez

(2002).

Lactobacillus sp también es considerado como microbiota normal de la cavidad

oral, mucosa intestinal y vaginal. Este microorganismo crece generando un



beneficio para su hospedero, debido a que la produccion de acido lactico reduce el
pH, contribuyendo a la disminucion o retraso en el crecimiento de otro tipo de

microbiota potencialmente patégena (Sanchez et al., 2011).

T. pyogeneses es habitante normal de la mucosa nasal, conjuntival, vaginal y
prepucial en los rumiantes, aunque se ha encontrado relacionado con una gran
variedad problemas reproductivos como abortos, infecciones uterinas, metritis

endometritis entre otros (Arainga et al., 2003).

2.4.2 Microbiota presente en el tracto reproductor de vacas en periodo de

gestacién y puerperio

Durante el periodo de gestacién y parto, el tracto reproductor no permanece
estéril, por lo que el hallazgo de microorganismos saproéfitos en estos periodos
depende del estado fisico e inmune en que se encuentra el animal, de modo que
en estas condiciones adecuadas el Utero es capaz de tolerar un crecimiento
latente de bacterias sin que necesariamente causen dafos al feto o a la madre

(Cuadro 2 y 3; Fernandez et al. 2006).

El puerperio es el espacio de tiempo que transcurre entre la expulsién de la
placenta y la involucién uterina donde existen condiciones Optimas para que
muchos gérmenes de la microbiota normal exacerben la virulencia acompafados
de otros microorganismos del medio externo y originen un cuadro infeccioso
cuando el mecanismo fisiolégico de defensa en el ambiente uterino esta alterado

(Rocha et al., 2004).



Cuadro 2. Cepas bacterianas aisladas en el cérvix de vacas gestantes.
Microorganismos Numero %

Klebsiella aerogenes 4 6.3

P. aeruginosa 1 1.7

S. citreus 13 20.6

Micrococcus sp. 3 4.7

Streptococcus viridans 2 3.2

Tomado de Fernandez et al. (2006)

Cuadro 3. Bacterias aisladas del cérvix y utero de vacas en periodo puerperal
Microorganismos Cérvix Utero

E. coli 21 38.6 29 42.6

Klebsiella aerogenes 3 4 1 1.4

Haffnia sp 1 1.7 5 7.3

S. albus 9 15.4 11 16.1

Micrococcus sp 7 12.3

Streptococcus durans 5 8.8

Enterococcus feacalis 4 5.8

Tomado de Fernandez et al. (2006)



La microbiota presente durante el periodo puerperal temprano, tiene un amplio
espectro de contaminantes ambientales tales como, E. coli, T. pyogenes, P.
aeruginosa, Staphylococcus sp, Pasteurella multocida y varias especies
anaerobias como Clostridium sp, Bacteroides sp y Fusobacterium sp. Sin
embargo, a medida que la involucién uterina progresa, la mayoria de esas
bacterias son eliminadas, de tal forma que a las 4 semanas los cultivos
bacteriol6gicos son negativos o se reducen considerablemente, mecanismo que le

confiere el caracter de microbiota transitoria (Gonzalez et al., 2007).

2.4.3 Microbiota presente en el tracto reproductor de vacas infértiles

En estudios realizados en vacas infértiles encontraron que el microorganismo con
mayor frecuencia de aislamiento fue T. pyogenes, seguido de Streptococcus sp y
E.coli (Gonzélez et al., 1978). Fernandez et al. (1985), realizaron un estudio de la
microbiota de secreciones cérvico-uterinas en vacas con repeticion de estro
observando una gran diversidad de microorganismos como se observa en el

Cuadro 4.

Estos resultados evidencian que la E. coli es la bacteria que mas se aisla en las
secreciones cérvico-uterinas de vacas sanas y con repeticion de estro (Fernandez
et al., 1985). En un estudio realizado por Gonzalez et al. (2007), de un total de 384
muestras cervicales se observo un aislamiento prevalente de E. coli (19.6%),
bacilos Gram Negativos Oxidantes (Acinetobacter spp y Burkholderia spp)

(17.4%), Klebsiella spp (16.4%), Pseudomonas spp (15.6%) y Campylobacter spp
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Cuadro 4. Bacterias aisladas de secreciones cérvico-uterinas en vacas con
repeticion de estro.

Microorganismos Cérvix Utero
NUmero % NUimero %

E. coli 25 42.3 23 41.8
E. coli var. haemolytica 11 20
Klebsiella aerogenes 1 1.7 1 1.8
Proteus sp 2 34

Haffnia sp 2 34 4 7.3
S. albus 10 16.9 3 55
S. citreus 2 3.4 2 3.6
Streptococcus viridans 11 18.6 6 10.9
Streptococcus durans 5 85

Sarcina lutea 3 5 1 1.8
Enterococcus feacalis 4 7.3

Tomado de Fernandez et al. (1985)

(1.8%) en vacas con problemas de infertilidad. Sdnchez et al. (2011), reportaron
que T. pyogenes puede alojarse hasta 21 dias postparto, generando una severa

endometritis, lo que usualmente termina en infertilidad.

La presencia de T. pyogenes en las secreciones cérvico-uterinas de vacas con
repeticion de estro es la principal causa de los procesos inflamatorios crénicos,
piometra, metritis puerperal, endometritis asi como los abortos embrionarios, lo
que significa que juega un papel importante en el origen de la repeticion de

servicios en vacas y por lo tanto infertilidad (Fernandez et al.,2006).
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2.4.4 Microbiota presente en vacas con infecciones uterinas

Los gérmenes aislados de casos de endometritis bovina constituyen una amplia
gama de contaminantes ambientales, pero los mas cominmente asociados con la
inflamacion del endometrio han sido T. pyogenes, E. coli, Streptococcus a
hemolitico y Mannhemia haemolytica (Bonnett et al., 1995).T. pyogenes ha sido el
germen mas frecuente aislado (52.8%). Los Streptococcus sp, la E. coli var.
haemolytica, S. aureus y P. aeruginosa fueron los gérmenes mas importantes que
le siguieron en incidencia (Cuadro 5). Por otra parte, Gonzéalez et al. (2007),
reportaron el aislamiento de las principales bacterias presentes en secreciones
cervicales de hembras bovinas con antecedentes de patologias reproductivas

asociadas a infertilidad infecciosa como se muestra en el Cuadro 6.

Los patégenos mas comunes aislados en cuadros de endometritis clinica han sido
T. pyogenes y bacterias Gram negativas anaerobias como Fusobacterium

necrophorum, Prevotella spp. y Bacteroides (Foldi et al., 2006).

Sanchez et al. (2011), evaluaron 21 muestras de lavados uterinos de vacas con
historia de problemas reproductivos provenientes de hatos lecheros, donde
reportaron aislamientos correspondientes a bacterias patdgenas causantes de
problemas reproductivos como Streptococcus sp R hemolitico (33.33%),
Streptococcus sp. a haemolytico (50%), T. pyogenes (16.66%) y en un 9.52% de

las muestras se observaron espiroquetas.
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Cuadro 5. Bacterias aisladas del cérvix uterino en vacas con endometritis
Microorganismos %

Streptococcus sp 12.1

P. aeruginosa 9.2

S. aureus 3.6

Streptococcus agalactiae 1.8

Streptococcus uberis 0.6

Tomado de Fernandez et al. (2006)

Cuadro 6. Principales bacterias aisladas de secreciones cervicales de hembras

con antecedentes de problemas de infertilidad

Microorganismo aislado Animales problema

Acinetobacter spp, Burkholdelia spp 49 (17.4%)

Pseudomonas spp. 44 (15.6%)

Sin aislamiento 11 (3.9%)

Otros 32 (11.4%)

Modificado de Gonzalez et al. (2007)
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Entre las bacterias anaerobias aisladas en el Utero de vacas con infeccion uterina
se encuentran T. pyogenes, Porphyromonas melaninogenicus, Bacterioides
(fragilis, levii, oralis y melaninogenicus) y Clostridium (perfringes y esporogenes),
Streptococcus (a hemolitico y pyogenes); Staphylococcus (aureus y epidermidis),
E.coli (no haemolytica y B haemolytica), Lactobacillus sp, P. vulgaris, P.
aeruginosa, P. haemolytica y enterobacterias sp y en algunos casos se pueden
aislar Mycoplasma sp, Clamydophila sp, Candida albicans, Aspergillus fumigatus,
Mucor sp, Tritrichomonas foetus y los virus de rinotraqueitis infecciosa bovina

(IBR) y diarrea viral bovina (BVD) (Fernandez et al., 2006).

2.5 Vias de establecimiento de infecciéon Uterina

2.5.1 Via ascendente

Las infecciones uterinas usualmente se producen por via ascendente. Durante el
parto, las barreras fisicas normales a la contaminacién (vagina, vestibulo vaginal y
cérvix) estan severamente comprometidas y luego del parto hay un gran cantidad
de tejido necrotico y fluidos creando un ambiente ideal para proliferacion
bacteriana (Palmer, 2007). Los microorganismos pueden entrar por la vagina,
desde donde ascienden hacia el Utero o pueden ser depositados en el Gtero

durante la copula o la inseminacion artificial (Fernandez et al., 2006).

2.5.2 Via hematbgena

Adquiere mayor importancia hacia el final de la gestacién. El microorganismo

infectante puede entrar al organismo materno a través del aparato digestivo
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(Brucella abortus, Salmonella, Leptospira, Listeria), o de la mucosa nasal o
conjuntival (rinotraqueitis infecciosa bovina, leptospirosis, parainfluenza, diarrea
viral bovina); en todo caso siempre existe una bacteremia o viremia materna antes
de que se produzca la invasién del utero, desde el cual el microorganismo

infectante puede invadir la placenta y luego pasar al feto (Catena et al., 1999).

2.5.3 Via descendente

Es la ruta mas rara y consiste en el descenso de una infeccion desde los oviductos

hacia el Utero, puede ocurrir en casos de peritonitis (Fernandez et al., 2006).

2.6 Factores de riesgo asociados a la infeccion uterina

Los microorganismos no especificos capaces de causar fallas en la fertilidad,
generalmente requieren de la intervencion de factores predisponentes para su
establecimiento y desarrollo en el utero de los animales domésticos. Existe un
grupo de factores que predisponen a la contaminacion del Gtero con diferentes

agentes microbianos (Recce et al., 2014).

2.6.1 Manejo y medio ambiente

Incluye los factores relacionados con el estrés, la alta produccion y las
enfermedades metabdlicas y carenciales. Los microorganismo habituales de la
vagina llegan a ser patdogenos cuando los animales han comprometido sus
sistema inmune, debido a la tension causada por varios factores tales como
cambios bruscos de temperatura, malnutricion, la gestacion y el parto (Rocha et al,

2004).
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Si las vacas son sometidas a condiciones de estrés o insuficiencia alimentaria, su
resistencia general y defensas inmunolégicas se debilitan y la microbiota
oportunista puede pasar inadvertida y desarrollarse la infeccion (Escépita, 2014).
Algunas condiciones metabolicas tales como la fiebre de la leche y la cetosis

también han sido asociadas a estos problemas (Sheldon et al., 2004).

2.6.2 Condiciones alrededor del parto

Tiene en consideracion la higiene, distocias, traumatismos y la poca relajacion del
canal del parto, ya que durante este proceso, el feto es expulsado y el tracto
genital se expone al medio y las bacterias, que normalmente habitan la parte
posterior de dicha region y el area perineal, penetran facilmente y pueden infectar
el utero (Recce et al., 2014). Las condiciones son muy favorables para las
bacterias, la fisiologia normal y el mecanismo anatomico de cierre del tracto
genital resultan temporalmente insuficientes, sobre todo si el mecanismo de
defensa del Utero esta debilitado; ademas, si el parto se prolonga o si es necesario
prestarle asistencia, el grado de contaminacién bacteriana puede incrementarse
(Meléndez et al., 2010). Intervenciones como la inseminacion artificial, la monta y
los exdmenes obstétricos, también pueden incrementar el riesgo de introduccion

de bacterias en el utero (Garcia et al., 2004)

2.6.3 Condiciones uterinas

La disminucioén de la inmunidad local, el tono uterino, la capacidad fagocitaria de
los leucocitos y la aparicién del primer estro posparto son condiciones uterinas a

considerar. Los cambios en el pH pueden afectar la microbiota vaginal y
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predisponer a la infeccion del aparato reproductor, se ha observado que el pH de
la vagina de la vaca sana oscila entre valores de 6.92 + 0.51 (Alba y Silveira,

2006).

Los trastornos hormonales pueden predisponer al establecimiento de los
microorganismos en el Utero de los animales domésticos y tienen un efecto
definido sobre la resistencia del Utero contra la infeccion bacteriana. Las altas
concentraciones de estrégenos estimulan la fagocitosis dentro del Gtero, las cuales
se dan en la fase folicular, previa a la ovulacion, mientras que la progesterona
reduce la actividad fagocitaria (Pérez, 1996; Leblanc et al., 2004). La retencion de
las membranas fetales es causa de contaminacién bacteriana y retraso en la
involucién uterina relacionada con altos valores de progesterona y bajos niveles de

estradiol (Garcia et al., 2004).

La exposicidbn a agentes antimicrobianos puede favorecer las infecciones por
bacterias patdgenas resistentes. La via de administracion y las caracteristicas
farmacocinéticas de la droga, son factores que condicionan el cambio de la
microbiota normal del tracto reproductor, razén por la cual debe haber un
diagnéstico correcto para aplicar un tratamiento que cumpla con la funcién de
recuperar la salud del animal sin afectar gravemente el estado de la microbiota

normal (Gémez et al., 2006).

Los abortos e inducciones de partos, son otras de las causas de endometritis

como complicacion al provocar inmadurez en el desarrollo de las membranas
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fetales y trastornos en su eliminacion, dando como resultado su retencion (Garcia,

2004).

2.7 Infeccién Uterina

Alrededor del 95% de las vacas desarrollan una infeccion uterina durante los
primeros dias postparto, debido a que el Utero postparto es un buen ambiente para
el crecimiento bacteriano, ya que es templado, lleno de liquido y contiene una
cantidad variable de tejidos necroticos (Hernandez, 2012). Las bacterias mas
frecuentemente encontradas en los procesos inflamatorios del Gtero son T.

pyogenes, Fusubacterium necrophorum y E.coli (Palmer, 2007).

El desarrollo de la enfermedad depende del estado inmunoldgico de la vaca, las
especies bacterianas y la carga de contaminacion de la cavidad uterina (Sheldon
et al., 2004). A través de leucotoxinas, inhibidores de la fagocitosis y varios
promotores del crecimiento, estas bacterias aumentan el crecimiento de unas con
otras generando la infeccion causando inflamacion del Gtero (Azawi, 2008). Sin
embargo, la mayoria de las vacas eliminan las infecciones mediante sus
mecanismos de defensa, su buen estado de salud y la involucion rapida del Gtero

(Azawi, 2008).
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2.7.1 Endometritis

Es la inflamacion superficial (mucosa uterina), que no se extiende mas alla del
estrato esponjoso y los tejidos glandulares subyacentes, la cual desaparece

conforme avanza la involucién uterina (Sheldon et al., 2004),

2.7.1.1 Endometritis clinica

Cuando los mecanismos de defensa no logran eliminar la infeccion y ésta persiste
mas alld de los 21 dias postparto se desencadena un retraso en la involucién
uterina y existe eliminacion de exudado purulento o mucopurulento por la vagina.
Puede desarrollarse sin presentar ninguna afectacion en el estado general, por lo

que su diagnostico antes de los 21 dias es dificil (Gilbert et al., 2005).

La principales consecuencias de la endometritis son la infertilidad al tiempo de la
infeccion, la subfertilidad que se produce aun después de resuelta la enfermedad y
el alargamiento del intervalo entre partos (Herath et al., 2006). Se calcula que en
vacas con endometritis la tasa de concepcion es aproximadamente 20% inferior y
gue el intervalo entre partos es 30 dias mayor, dando como resultado un aumento
del 3% en los animales desechados por falla reproductiva (Leblanc et al., 2002;
Sheldon et al.,, 2004) .Los factores de riesgo identificados son la retencion

placentaria y la metritis (Hernandez, 2012).

2.7.2 Metritis (Perimetritis)

Es el proceso inflamatorio que afecta todas las capas del utero: endometrio,

submucosa, muscular y serosa (BonDurant, 1999).
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2.7.2.1 Metritis puerperal

En la metritis puerperal la vaca presenta el Utero agrandado, con descarga uterina
acuosa, fétida y de color marrdon rojizo, asociada con signos de enfermedad
sistémica (disminucion de la produccion, toxemia, depresion, fiebre > 39.5°C)
dentro de los 21 dias postparto (Sheldon et al., 2004). Generalmente esta
asociada a laretencion placentaria (Fernandez et al, 2006). Esta infeccién es la
Unica capaz de poner en riesgo la vida del animal y frecuentemente requiere de
tratamientos sistémicos ya que las endotoxinas y los patdgenos pueden salir del
atero hacia la circulacion, cuando la mucosa esta severamente debilitada

(Meléndez et al., 2010).

2.7.2.2 Metritis clinica

Por su parte la metritis clinica es el proceso inflamatorio que involucra las
diferentes capas del Gtero (mucosa, muscular y serosa), que se presenta en los
primeros 21 dias postparto y se caracteriza por un retraso en la involucién uterina
y secreciones purulentas, y no hay signos de enfermedad sistémica (Sheldon et

al., 2004).

2.7.3 Piometra

Es una patologia que se desarrolla en las vacas que ovulan en los primeros 20
dias postparto y que al mismo tiempo padecen una infeccién uterina; por lo que
bajo estas condiciones, la progesterona favorece la proliferacion de exudado

purulento dentro del lumen uterino (Hernandez, 2012). Los cambios ocasionados
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en el endometrio alteran la secreciéon de PGF2a, lo que resulta en un cuerpo lateo
activo y en anestro (Bell et al., 2007). Debido a la presencia de progesterona luteal
el cérvix se encuentra cerrado, aunque en algunos casos el lumen no esta ocluido
completamente y se puede observar descarga purulenta en la vagina (Sheldon et
al., 2004). La mayoria de las veces, la piometra se presenta como secuela de la

endometritis (Foldi et al., 2006).

Después de la resolucién del problema, las vacas tardan en quedar gestantes, lo
cual esta directamente relacionado con la degeneracion endometrial que

incrementa la tasa de perdidas embrionarias y fetales (Sheldon et al., 2004).

2.8 Impacto de las infecciones uterinas en la reproduccion y produccién de

vacas

Las infecciones uterinas (metritis y endometritis) alargan el periodo del parto a la
concepcion, aumentan del periodo del parto a la primera ovulacién, disminuyen el
porcentaje de concepcion al primer servicio, aumenta el porcentaje de desechos,
disminuye la tasa de vacas inseminadas y disminuye la produccién (LeBlanc et al.,

2002; Garcia et al, 2004).

2.9 Causas de eliminacién en vacas

La eliminacion de animales del hato se da por razones voluntarias (mejora
genética o0 manejo) e involuntarias (enfermedad o fallas reproductivas; Vitela et al.,
2004). Si las causas de eliminacién son voluntarias, el productor es libre de tomar

las medidas necesarias para maximizar su beneficio (Fetrow et al., 2006). Mientras
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gue el desecho involuntario es de gran importancia cuando se presenta de forma
prematura ya que pude provocar un efecto negativo en la produccion (Herath et
al., 2006). Las principales causas de eliminacion se agrupan en 8 categorias

(Cuadro 7).

Cuadro 7. Criterio de eliminacion de vacas por categoria
Muerte: Vaca encontrada muerta en la explotacion

Sacrificio urgente: Fracturas, luxaciones, postracion, toxemia, peritonitis,
endocarditis o septicemias.

Improductividad: Baja produccion

Problemas de ubre: Mastitis, perdida de cuartos o ubre descolgada

Problemas reproductivos: Abortos, metritis, infertilidad, infecciones del aparato
reproductor, etc.

Enfermedades infecciosas: Brucella, Tuberculosis, enfermedades respiratorias, cardiacas
y digestivas.

Problemas pé6dales: Cojeras, pezufias deformes, Infecciones en la pezufia, etc.

Otras: Edad, Caracteristicas morfologicas, Econémicas, etc.

Modificado de: Vitela et al., 2004; Chirinos, 2008; Fouz et al., 2013.

Entre las diferentes causas de eliminacién de vacas, la principal es la debida a
problemas de tipo reproductivo, esto de acuerdo a los diferentes estudios que se
han realizado (Vitela et al., 2004; Chirinos, 2008; Bell et al., 2010; Pinedo et al.,

2010).

Establecer el diagnéstico de la causa de las enfermedades y problemas
reproductivos suele ser complicado ya que las principales enfermedades que
afectan a la reproduccion se clasifican segun su origen, el cual puede ser

infeccioso y no infeccioso (Rivera et al., 2000). Las enfermedades infecciosas
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incluyen a bacterias (Brucelosis, Campylobacteriosis, Listeriosis, Leptospirosis,
Salmonelosis entre otras), virus (Rinotraqueitis infecciosa bovina (IBR) y Diarrea
viral bovina (DVB), Parasitos (Tricomoniasis y Neosporosis) y Hongos
(Aspergilosis). Mientras que las no infecciosas incluyen desordenes hormonales,

causas toxicas, fisicas y genéticas (Puente, 2002).

Tomando en cuenta la gran variedad de agentes que afectan la eficiencia
reproductiva de los bovinos y la similitud en algunos signos clinicos, como abortos,
reabsorciones, metritis, endometritis e infertilidad; cabe la posibilidad de que
microorganismos emergentes con potencial patdbgenos, se enmascaren con otras
causas de problemas reproductivos, revelando la posible existencia de un
subdiagnostico (Piedrahita et al., 2010) en las enfermedades que propician el

desecho de las vacas del hato (Hernandez et al., 2012).
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. HIPOTESIS

Las vacas enviadas a rastro tienen un alto porcentaje de microorganismos
bacterianos intrauterinos potencialmente patégenos y responsables de procesos

inflamatorios con efectos negativos en la fertilidad.

IV. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar la presencia de microorganismos bacterianos en uteros de hembras

bovinas sacrificadas en rastro.

4.2 Objetivos especificos

1.-Determinar la presencia e identificacion de microorganismos bacterianos en

Uteros de vacas de rastro.

2.-Analizar la relacion de los microorganismos bacterianos como posible causa de

infeccion en Utero de vacas de desecho.
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V. MATERIAL Y METODOS
5.1 Lugar de estudio

El presente estudio se realizd en el laboratorio de Anatomia y Necropsias y el
laboratorio de Investigacion de Bacteriologia, del Area Académica de Medicina
Veterinaria y Zootecnia, en el Instituto de Ciencias Agropecuarias (ICAp), de la
Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo. El instituto se localiza en,
Tulancingo en el Estado de Hidalgo, ubicado a una altitud sobre el nivel del mar
entre 2200 a 2400, a una latitud de 20°04°’53’ Norte y 98°22’07” Oeste (INAFED,

2011).
5.2 Obtencién y procesamiento de las muestras a partir de lavados uterinos

Se obtuvieron 32 teros de hembras bovinas sacrificadas en el rastro municipal de
Tulancingo, ubicado en Av. Laureles S/N, Colonia La Morena, Tulancingo, Hidalgo,
en unperiodo comprendido entre los meses de abril y noviembre del 2014. Los
Gteros se obtuvieron los dias viernes, dias que el rastro dedicaba al sacrificio de
las hembras. El origen de los animales y la causa de su sacrifico fue desconocida.
Las muestras se transportaron dentro de bolsas de plastico en forma individual y
una hielera a temperatura ambiente entre 15 y 25°C hasta el laboratorio de

Anatomia y Necropsias.

Posteriormente, se realizé la desinfeccion externa del cuerpo del Gtero con cloruro
de benzalconio y se introdujeron 50 ml de solucién salina estéril en el lumen

uterino, mediante una aguja hipodérmica conectada a una jeringa de 10 ml, se
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aplicé masaje y finalmente se extrajo la mayor cantidad de liquido que fue
colocado en tubos (Falcon®) de 15 mL que se etiquetaron y almacenaron en
refrigeracion a 4°C hasta su procesamiento y analisis en el laboratorio de

Bacteriologia (Sanchez et al., 2011).

5.3 Obtencidn del precipitado de la muestra para el cultivo

Los tubos con el fluido recuperado fueron centrifugados a 3,500 x g durante 10
minutos, posteriormente se separd el precipitado (componentes celulares de
mayor tamafo y densidad) de la muestra y se colocé en tubos nuevos numerados

para realizar el cultivo (Vadillo et al., 2002).

5.4 Aislamiento bacteriano en medio de cultivo sélido

El precipitado de las muestras fue sembrado en medios de cultivo Agar Sangre
Agar McConkey (Anexo 1), por medio de la diseminacion en placa, se colocaron
unas gotas del precipitado de la muestra en un punto periférico de la placa para
trazar con el asa estrias apretadas de poca extension, se quemo y enfrié en asa y
se qir6 la placa en sentido contrario a las manecillas del reloj arrastrando el
material de la estria primaria para formar 2 estrias mas completando la
diseminacién (Stanchy et al 2007). Posteriormente se incubaron (Incubadora de
CO,, THERMO®) a 37°C durante 48 horas dentro de una jarra de anaerobiosis
(Mc Intosh) de vidrio proporcionando un medio de oxigenacion del 3% y una
condicion de microaerofilia. Con el objetivo de obtener cultivos puros de bacterias
se realizaron 2 cultivos mas en los mismos medios de cultivo (Agar sangre y Agar

McConkey), a cada una de las muestras tomando para el segundo cultivo una
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muestra del primer cultivo y para el tercer cultivo una muestra del segundo cultivo
respectivamente para llegar a un mejor aislamiento del microorganismo; asi mismo
a cada uno se le realiz6 una tincibn de Gram para poder identificar con mayor
precision la morfologia, tamafio y agrupacion de la colonia y poder dar

seguimiento a la identificacion por medio de pruebas complementarias.

5.5 Anélisis morfolégico y aspecto de las colonias aisladas

Después del periodo de incubacion cada cultivo realizado fue analizado para
observar el crecimiento de colonias bacterianas; asi como sus caracteristicas
morfolégicas de pigmentacion, forma, dimensiones, elevacion, contorno y

superficie (Anexo 2).

5.6 Coloracién por el método de Gram

Se realiz6 la coloracion de Gram, utilizando la técnica convencional propuesta por
Stanchi (2007; Anexo 3) a los cultivos con crecimiento, para clasificar a las
bacterias como: Gram (+) o Gram (-) de acuerdo a la composicion de su pared
celular. También se observé la morfologia (cocos, bacilos, vibriones o espirilos), el
tamafio y la agrupacion de cada colonia, utilizando un microscopio Gptico con el

objetivo de observacién en inmersion (100x).
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5.7 Estudios bioquimicos

5.7.1 Catalasa

Se utilizé esta prueba para diferenciar entre el género Staphylococcus (catalasa
positivo) del género Streptococcus (catalasa negativo) de las bacterias
identificadas como Gram (+) (Anexo 4). Se colocdé una muestra de la bacteria
aislada utilizando un asa bacteriologica en un porta objetos y posteriormente se
agregaron unas gotas de peroxido de hidrogeno al 30% usando una pipeta

Pasteur y se observo la produccion o no de burbujas (Stanchy et al 2007).

5.7.2 Cultivo en Agar Sal y Manitol

Se utilizé este medio selectivo y diferencial para el aislamiento y diferenciacion de
estafilococos a partir de las muestras con aislamiento de cocos Gram (+) en los
resultados de la tincion de Gram. La siembra se hizo en mediante el método
convencional de estrias (Stanchy et al 2007) y se dejé incubando durante 18 a 24
horas (Incubadora de CO,, THERMO®) a 37°C en aerobiosis. Después del
periodo de incubacién los cultivos fueron revisados para observar los resultados

(Anexob5).

5.7.3 Prueba de Coagulasa Positiva

Esta prueba se realiz6 para poder diferenciar los distintos tipos de
microorganismos del género Staphylococcus, de modo que solo se realizé a los
cultivos que tenian crecimiento de colonias con morfologia de cocos Gram (+).

Para su realizacion se utilizé plasma de cordero y plasma de conejo, donde se
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mezclé una asa de siembra cargada con el microorganismo obtenido de un medio
de cultivo sélido con 0.5 ml de suero de plasma de conejo o cordero en un tubo
pequefio, el cual se dejo incubar (Incubadora de CO,, THERMO®) a 37°C durante
24 horas. Los tubos eran revisados cada 30 minutos para observar la formaciéon de
un coagulo realizando la primera observacién a las 2 horas del inicio de la

incubacion (Anexo 5).

5.7.4 Pruebas Bioquimicas IMViC (Indol, Rojo de Metilo, Voges Proskauer y

Citrato)

A los cultivos identificados como bacilos Gram (-), que crecieron en agar
McConkey, de acuerdo con la tincion de Gram se les realizaron las pruebas

IMVIC, para la identificacién primaria de especies de la familia Enterobacteriaceae.

5.7.4.1Produccion de indol (cultivo en medio SIM)

Esta prueba tiene la finalidad de verificar la movilidad, produccién de indol y de
sulfuro de hidrogeno por los microorganismos. Se realiz6 la siembra por puncion
profunda utilizando un asa de inoculacién recta abarcando 2 tercios de la
profundidad del medio de cultivo desde la superficie. Posteriormente se incubo

(Incubadora de CO,, THERMO®) a 37°C, durante 48 horas en un ambiente de

aerobiosis (Anexo5).
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5.7.4.2 Rojo de Metilo y Voges Proskauer

Se realizd para determinar la capacidad de un microorganismo de fermentar la
glucosa con produccién de acido por la via acido mixta o con produccién de un
producto final neutro (acetoina) por la via butanodidlica. Se inoculé el medio de
cultivo transfiriendo con un asa de platino una pequefia muestra del cultivo puro y
posteriormente se dejo incubar (Incubadora de CO,, THERMO®) a 37°C durante

48 horas (Anexo5).

5.7.4.3 Agar Citrato

Es un medio utilizado en la diferenciacibn de enterobacterias en base a la
capacidad de usar citrato como Unica fuente de carbono y energia. La siembra se
hizo mediante el trazado de estrias en la superficie del medio de cultivo, para

después incubar en aerobiosis (Incubadora de CO,, THERMO®) a 37°C durante

48horas (Anexob).

El resultado de esta prueba se expres6 mediante simbolos de positivo 0 negativo
(+ 6-) segun el resultado de cada prueba, siguiendo siempre el orden establecido

por las iniciales del método (Indol, Rojo de metilo, Voges Proskauer y Citrato)

5.8 Andlisis estadistico

Las frecuencias obtenidas de los cultivos anteriormente mencionados fueron
analizadas con el PROCFREQ (SAS, 1982) realizado la prueba de %2 a un nivel de

significancia de 0.05.
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VI.RESULTADOS

6.1 Porcentaje de aislamiento en el cultivo de las muestras

De las 32 muestras procesadas, el 100% resulto positivo al aislamiento bacteriano.

6.2 Aislamiento de bacterias Gram negativas y Gram positivas

La tincion de Gram mostro que 14 de las 32muestras (43.75%) correspondieron a
bacilos Gram (-) y 18 muestras (56.25%) a cocos Gram (+), sin diferencias entre

grupos (P>0.05) como se muestra en la figura 1.

60.00%
50.00%
40.00%
30.00%
20.00%

10.00%

Porcentaje de aislamiento

0.00%

Bacilos Gram(-} Coco Gram {+)

Clasificacion bacteriana

Figura 1.-Porcentaje de aislamiento de bacterias Gram (+) y Gram (-).
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6.3 Identificacion de bacterias Gram (+)

A las 18 muestras (56.25%), identificadas como Cocos Gram (+) se les realizé la
prueba de catalasa donde el 100% resulto positivo a (Staphylococcus spp),
posteriormente se les aplico la prueba de coagulasa la cual mostré un 100% de
resultados negativos (Staphylococcus spp coagulasa negativo; SCN), sin
diferencias (P>0.05) respectivamente y por Ultimo se realizé la prueba de agar sal
y manitol donde 13 muestras (72.22%) resultaron negativas y 5 muestras (27.78%)
resultaron positivas a la fermentacion de manitol, sin diferencias entre grupos
(P>0.05). De esta forma, 13 muestras (72.22%) obtuvieron un resultado coagulasa
negativo y manitol negativo y 5 muestras (27.78%) obtuvieron un resultado
coagulasa negativo y manitol positivo (figura 2), los cuales podrian corresponder a
los microorganismos sugeridos en el cuadro 8, puesto que solo se realizaron
pruebas hasta la identificacibn del género y no pruebas especificas para la

identificacion precisa de la especie.

Pruebas de Coagulasa y Manitol

14

§ 12 b
Especie bacteriana

§ 10 P
£
& 8
.-qa M M (+) C(-} S.arlettae

6
3 . M M(-) C(-)S. epidermidis
£
= 2

0

Figura 2. Resultado de las pruebas de identificacion de bacterias Gram positivas.
M= Manitol, C= Coagulasa, (+)=positivo y (-)= negativo.
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Cuadro 8. Bacterias del género Staphylococcus coagulasa negativo que
corresponden a los resultados de Manitol (+) y Coagulasa (-), Coagulasa (-) y
Manitol (-).

Manitol (+) y Coagulasa (-) Coagulasa (-) y Manitol (-)
S. arlettae S. epidermidis
S. captis subesp. Captis S. lugdunensis
S. captis subesp. Ureolyticus S. schleiferi subesp. Schleiferi
S. simulans S. auricularis
S. carnosus S. hominis
S. kloosii S. saccharolyticus
S. lentus S. caseolyticus
S. sciuri S. equorum
S. vitulus S. gallinarum
S. muscae

6.4 Identificacidén de bacterias Gram (-)

A partir de las 14 muestras (43.75%) identificadas como bacilos Gram(-) se
realizaron las pruebas IMVIC para enterobacterias mostrando 5 diferentes
especies de esta familia, sin diferencias entre grupos (P>0.05), como se observa

en la figura 3.

6.5 Total de bacterias aisladas de UGtero de vacas sacrificadas en rastro

El total de las bacterias aisladas se muestran en el cuadro 9. Donde SCN, de
problable especie epidermidis, fue la bacteria aislada con mayor frecuencia

(40.62%; P<0.05), con respecto a los demas grupos.
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Prueba IMViC

M Hafnia alvei (00+0)

%]
.g 5
2 M Klebsiella, Enterobacter
£ 4 (00++)
ﬁ 3 M Salmonella enterica (0+00)
o 36%
T 2
£ M E. coli (++00)
Sl
=2
0] M Kluvera (++0+)

Especies bacterianas

Figura 3. Porcentage de aislamiento de enterobacterias. Reaccion positiva (+) y
negativa (0) para Indol, Rojo de metilo, Voges proskauer y Citrato (IMViC)

Cuadro 9 Porcentaje de bacterias aisladas en utero de vacas como resultado de
la identificacion primaria a partir de pruebas bioquimicas (Coagulasa (+), Manitol e
IMViC).

Microorganismo Numero de aislamientos Porcentaje
Staphylococcus epidermidis 13 40.622
Staphylococcus arlettae 5 15.62
Salmonella entérica 5 15.62°
E. coli 4 12.50°
Hafnia alvei 3 9.37°P
Klebsiella sp. Enterobacter sp. 1 3.12°b
Kluyvera ascorbata 1 3.12b

ab | jterales distintas en una misma columna indican diferencia (P<0.05).
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VII. DISCUSION

En la presente investigacion se realizaron 32 aislamientos bacterianos de Gteros
de vacas, de los cuales 18 (56.25%) pertenecieron al género SCN, representando
la mayoria de los aislamientos. Asi mismo 13 (40.62%) de esos aislamientos
podrian pertenecer a la especie Staphylococcus epidermidis y 5 (15.62%) a
Staphylococcus arlettae. Estos microorganismos se encuentran de forma natural
en la piel de vacas adultas y novillas; sin embargo, han sido aislados en el interior
de los pezones, la vagina, el pelaje y las fosas nasales, considerandolos como
microorganismos oportunistas (Pyorala et al., 2009; Boscéan et al., 2010). Durante
el parto y el puerperio el tracto genital de la hembraestd expuesto al medio, y
permite que bacterias que normalmente habitan la regién perineal y vulvar,
asciendan y causen infecciones (Petit et al., 2009; Meléndez et al., 2010).
Fernandez et al. (1984), obtuvieron un 19% de aislamientos de Staphylococcus
spp a partir de secreciones uterinas en vacas en periodo puerperal; en ese mismo
estudio también se obtuvo un 27% de aislamientos en secreciones cervicales de
vacas en periodo de gestacion. Los Staphylococcus spp también han sido aislados
en vacas clinicamente sanas en distintas etapas del ciclo estral, como se reportd
en un estudio realizado por Fernandez et al. (2006), quienes obtuvieron un 17% de
frecuencia de aislamiento para estos microorganismos a partir de muestras
uterinas. Sin embargo, en afios mas recientes el aislamiento del genero
Staphylococcus spp, relacionado con problemas reproductivos e infertilidad ha ido
en aumento como se ha reportado en diversos estudios entre los que destacan

Fernandez et al. (2006),quienes reportaron un 47 % de aislamiento de en vacas
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con problemas de fertilidad, por su parte Gonzalez et al. (2007) reportaron un
10.7% de frecuencia de aislamiento en vacas con problemas reproductivos y
Escapita (2014) obtuvo un 50% de aislamientos en vacas también con problemas
reproductivos. Estos resultados se asemejan a lo obtenido en el presente estudio
donde se posiciona a los SCN como los microorganismos mayormente
encontrados con el 56.25% del total de los aislamientos. Estos microorganismos
forman parte de la microbiota residente de humanos y animales, alojados en piel,
mucosas, y son contaminantes ambientales considerados como microorganismos
oportunistas cuyo protagonismo como patégeno ha ido en aumento (Pedrari, 2007;
Coria et al., 2010; Torre et al, 2012; Farifa et al.,, 2013). Recientemente
Staphylococcus lugdunensis una especie de este género fue sefialado como
agente causal en un caso de aborto en bovinos como se inform6 en un estudio
realizado en Parma, Italia (Ardigé et al., 2014). La capacidad que tiene
Staphylococcus lugdunensis para causar aborto en el ganado indica una
necesidad de implementar procedimientos diagnosticos mas precisos para
identificar a este y a otros patdbgenos emergentes cuya presencia es
probablemente subestimada en medicina veterinaria (Kleiner et al., 2010). Un
estudio realizado en Bufalos demostré que Staphylococcus epidermidis era
frecuentemente aislado en hembras con retencién placentaria y metritis (Azawi et
al., 2007), mientras que Madoz (2014), reporto un 12.5% de aislamiento de SCN
en vacas con endometritis clinica. Por el contrario Sens (2013) informd que los
SCN no afectaban la prevalencia de la endometritis subclinica en vacas. Sin
embargo, estos microorganismos que son considerados como parte de la
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microbiota normal del Utero tienen el caracter de oportunistas y pueden llegar a
asociarse con otras bacterias al favorecer su desarrollo e infeccion del Gtero como
lo reporté Werner (2012), donde mencion6é que una infeccion del utero con SCN
aumenta el riesgo de una infeccion uterina por microorganismos altamente

patégenos.

En este estudio no se pudo afirmar con certeza que las vacas a quienes
pertenecian los Uteros presentaban problemas reproductivos y de fertilidad, debido
a que las muestras fueron de Uteros procedentes de vacas sacrificadas en rastro y
la causa de su eliminacion fue desconocida. Sin embargo, se puede inferir que
SCN pudo haber causado el desarrollo de una infeccion uterina (metritis o
endometritis), llevando al fracaso en la fertilidad y produccién de la vaca; siendo la
probable causa de su eliminacion al haber representado la mayor frecuencia

(56.25%) con respecto a los demas aislamientos en el presente estudio.

Por otro lado el 15.62% de los aislamientos en este estudio correspondié a
Salmonella spp similar al 16% obtenido por Escapita (2014) en vacas con historial
de problemas reproductivos. Salmonella spp es una agente oportunista infeccioso
gue causa una enfermedad en los humanos y los animales (Yanez et al., 2008).
En el ganado bovino Salmonella dublin es la especie de este género que esta
adaptada a su hospedador, causando enfermedad sistémica, abortos y trastornos
reproductivos debido a su capacidad de diseminarse via hematdégena (Nielsen,

2003).
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E.coli es un microorganismo bacteriano perteneciente al género de las
enterobacterias que coloniza el intestino pocas horas después del nacimiento y se
le considera como habitante normal del tracto reproductor de hembras bovinas
(Sanchez et al., 2011). En el presente estudio se encontré un aislamiento de
12.5% para E. coli, estos resultados se asemejan a los obtenidos por Boscan et al.
(2010) quienes obtuvieron un 11.01% de aislamientos, por sus parte Rocha,
(2004), report6é 19.6% de aislamientos a partir de secreciones cervicales de vacas
con problemas reproductivos, Gonzalez et al. (2007),encontraron 22.2% de
aislamientos en vacas con problemas de fertilidad y Ferndndez et al. (2006),
reportaron 9.8% de aislamientos en vacas clinicamente sanas respectivamente. A
pesar de encontrar a E. coli como habitante normal del cérvix de bovinos, este
puede convertirse en un germen oportunista altamente patégeno y de gran
importancia en el desarrollo de infertilidad y otras afecciones en ganado bovino
(Gonzélez et al., 2007; Boscan et al, 2010).Asi lo demuestran los altos porcentajes
de aislamientos de dicho microorganismo en muestras uterinas de vacas con
problemas reproductivos, como el 36% aislado por Sanchez et al. (2011), el 29%
de aislamiento en vacas con metritis (Palmer, 2007) y un 54% de microorganismos
aislados a partir de muestras vaginales de vacas con problemas reproductivos
(Escapita 2014), cifras que estan por encima del porcentaje de aislamiento de E.
coli en el presente estudio. También es importante mencionar que su penetracion
y colonizacion en el endometrio puede favorecer el desarrollo una infeccion uterina

por otra bacteria altamente patégena como T. pyogenes y F. necrophorum,
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presentando una accion sinérgica sobre otras bacterias (Azawi et al. 2007;

Williams et al., 2007).

Por otra parte el 9.37% de los aislamientos en el presente estudio correspondié a
Hafnia alvei una enterobacteria, que forma parte de la microbiota normal de los
mamiferos y se comporta como un patégeno oportunista poco comun que puede
causar infecciones nosocomiales como neumonias, meningitis, infecciones
urinarias y abscesos gluteos (Moreno, 2009). Por su parte Fernandez et al. (2006),
realizaron un estudio en vacas clinicamente sanas en diferentes fases del ciclo
estral reportando una frecuencia de aislamiento de Hafnia alvei del 6.4%, un 7.3%
en Utero de vacas en periodo puerperal y 7.3% en vacas con problemas de
infertilidad, resultados que se asemejan a los obtenidos en este estudio con 9.37%

de aislamientos.

Otra bacteria aislada fue Klebsiella spp es una bacteria que forma parte de la
microbiota uterina normal en novillas (Gonzalez et al., 2007) que no causa
alteraciones o problemas reproductivos (Fernandez et al., 2006; Sanchez et al.,
2011). Klebsiella spp ha sido aislada en diversos estudios como el realizado por
Fernandez et al (2006) quienes reportaronun 6.3% en vacas gestantes, 1.4% en
vacas en fase puerperal y 1.7% en vacas con problemas de fertilidad, resultados
gue se asemejan a lo encontrado en la presente investigacion (3.12% de
aislamientos). Por su Gonzalez et al. (2007), Méndez (2008) y Avalos (2014)
identificaron a Klebsiella spp en un 9.52%, 9.4% y 32.4% de los casos,

respectivamente, como una bacteria que forma parte de la microbiota normal en
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vacas sin relacionarse a patologias del tracto reproductor en bovinos, lo que difiere
con lo obtenido en este estudio, donde el aislamiento fue bajo (3.12% de
aislamientos). Sin embargo, existen resultados como los obtenidos por Sanchez et
al. (2011), quienes reportan un aislamiento del 16.6% a partir de un lavado uterino
de aspecto sanguinolento con respuesta inflamatoria que se debe tener en cuenta

como posible causante de problemas reproductivos.

Por Ultimo se tuvo un aislamiento del 3.12% de Kluyvera ascorbata, un
microorganismo que pertenece a la familia enterobacteriaceae, causante de
infecciones predominantemente en tracto urinario (LOpez, 2013). Este
microorganismo ha sido aislado en vacas clinicamente sanas a partir de muestras
de cérvix y utero con un 4.2% y 6.4%, respectivamente, y 3.5% en vacas en
periodo puerperal (Fernandezet al., 2006). Estos aislamientos son similares a lo
reportado en este estudio considerando a Kluyvera ascorbata como parte de la

microbiota normal transitoria en el tracto reproductivo.

Es importante mencionar que en la mayoria de los casos las infecciones uterinas
de origen bacteriano se favorecen cuando ocurren factores predisponentes para
su establecimiento y desarrollo (Recce et al., 2014). Entre los que se encuentran
el manejo y medio ambiente dentro de la unidad de produccion (estrés, alta
produccion, nutricion deficiente, etc.), las condiciones alrededor del parto (higiene,
distocias, traumatismos, retenciones placentarias y abortos (Sheldon et al 2004).
Ademas de intervenciones como la inseminacion artificial, el coito, los exdmenes

obstétricos entre otros (Gonzélez et al., 2007).
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VIIl. CONCLUSION

En conclusidon en el presente estudio, los resultados demuestran que en el utero
de las vacas sacrificadas en rastro habitan microorganismos bacterianos que
forma parte de la microbiota normal del Utero. Sin embargo, estas bacterias estan
descritas como patdégenos oportunistas que provocan diferentes grados de
infeccion uterina y son capaces de desarrollar problemas reproductivos con

efectos negativos en la fertilidad, motivando a la eliminacion del animal.
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X. ANEXOS
Anexo 1. Preparacion de los medios de cultivo

Agar sangre

Formula: Gramos por litro de agua destilada

Agar 159
Cloruro de sodio 5g

Infusion de muasculo cardiaco 10g
Peptona 10g
pH 7.3+0.2

5% de sangre de carnero

Agar McConkey

Formula: Gramos por litro de agua destilada

Agar 13.5¢g
Cloruro de sodio 5¢
Cristal violeta 0.001g
Lactosa 10.0g
Mezcla de sales biliares 1.5¢9
Peptona especial 3.0g
Peptona de gelatina 17.0g
Rojo neutro 0.03g
pH 7.1+0.2

Mezclar el agar con agua destilada y dejarlo reposar durante 10 minutos y
posteriormente esterilizar a 121°C (15 Ibs. de presion) durante 15 minutos. Enfriar
aproximadamente a 45°C, agregar la sangre de cordero segun sea el caso y

vaciar el cajas petri estériles (FNA, 2003).
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Anexo 2. Morfologia del crecimiento bacteriano.

ELEVACION m /
PLANO CONVEXO ELEVADO UMBELIFORME UMBILICADO
BORDE
ENTERO FILAMENTOSO ONDULADO ASERRADO LOBULADO
FORMA
/}r b9 '.‘
7 guﬁ 290 gﬁ’gg =
FraZiik, ode
PUNTIFORME CIRCULO FILAMENTOSA IRREGULAR RIZOIDE FUSIFORME

(Stanchy et al 2007).

Anexo 3. Tincién de Gram

Materiales

Colorante principal: solucion hidroalcohdlica de violeta de genciana

Mordiente: solucion de lugol
Decolorante: alcohol acetona
Colorante de contraste: solucién madre de safranina

Técnica: extendido, secado y fijado clasicos.
Coloracién
Violeta de genciana 1 min

Lavado con agua

Lavado con agua
Alcohol-acetona 10 seg
Lavado con agua

Safranina 45 seg
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Lavado con agua, secado y observacion.
Interpretacion: positivos de color violeta y negativos color rojo (Stanchy et al 2007).

Anexo 4 Fundamentos e interpretacion de resultados de la prueba de

catalasa

La catalasa es una enzima perteneciente a la categoria de las oxidoreductasas
que cataliza la descomposicion del peroxido de hidrogeno en oxigeno y agua.
(MacFaddin, 2003). La acumulacién de peréxido es muy toxico por lo que la
mayoria de las bacterias aerobias y anaerobias facultativas excepto Streptococcus
spp producen catalasa, de modo que si se observa burbujeo intenso significa que
hay produccion de oxigeno, por lo tanto se entiende que hay presencia de la

enzima catalasa indicando que la prueba es positiva (Staphylococcus spp).

Anexo 5 Interpretacién de resultados de las pruebas bioguimicas
Agar sal y Manitol

Los estafilococos crecen en altas concentraciones de sal y pueden o no fermentar
el manitol. Los estafilococos coagulasa positiva fermentan el manitol presentando
colonias de color amarillo rodeadas o no de un halo amarillo y los
microorganismos no fermentadores de manitol presentan colonias del color del

medio, rojas rodeadas o no de halo rojizo o purpura (MacFaddin, 2003).

Coagulasa Positiva

La coagulasa es una proteina producida por varios microorganismos, la cual
reacciona con la protrombina de la sangre produciendo estafilotrombina

permitiendo que la enzima proteasa convierta el fibrinégeno en fibrina, es decir
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gue coagula la sangre. La prueba de coagulasa se usa para diferenciar el
Staphylococcus aureus de los Staphylococcus coagulasa negativo (Koneman, et

al., 2008).

Se consideraba que la prueba era positiva si el plasma era coagulado en un
periodo de 3 a 4 horas (algunas cepas con escasa produccion de coagulasa solo
coagulan el plasma después de 24 horas de incubacion), tratandose asi de
Staphylococcus aureus o bien si no coagulaba se consideraba como negativo
considerando al microorganismo como Staphylococcus coagulasa negativo. Cabe
resaltar que para esta prueba se utilizd un control positivo para corroborar la

efectividad de la prueba.

Produccion de indol (cultivo en medio SIM)

Motilidad

¢ Resultado positivo: presencia de turbidez o crecimiento mas alla de la linea de

siembra.

e Resultado negativo: Crecimiento solo en la linea de siembra

Producciéon de SH,

e Resultado positivo: ennegrecimiento del medio de cultivo a lo largo de la linea

de siembra o todo el medio.

e Resultado negativo: El medio permanece sin cambio de color

Prueba de indol
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Se agreg6 al medio de cultivo de 3 a 5 gotas del reactivo de Kovac's y después de

20 minutos se leyo6 el resultado.

¢ Resultado positivo: aparicion de un anillo rojo en la superficie del medio.

Resultado negativo: el color del reactivo permanece incoloro o amarillento
(MacFaddin, 2003).

Rojo de Metilo y Voges Proskauer

Revelado y resultados:

Prueba Voges Proskauer: Se afiadieron 6 gotas de Sulfato de cobre a 1ml del
caldo cultivado, se agito y se dej6 reposar durante 10 minutos. Después de dicho
tiempo se observo la coloracion, siendo positiva si era de color rosado que indica

la presencia de acetoina y negativa si el color permanecia ambar.

Prueba rojo de metilo: Se afiadieron 5 gotas de la solucion indicadora de rojo de
metilo al cultivo y se observd. Si la muestra presentaba una coloracién roja,
indicaba la presencia de &cidos provenientes de la fermentacién de la glucosa
siendo positiva, mientras que si la coloracion permanecia amarilla constituia una

reaccion negativa (MacFaddin, 2003).

Agar Citrato

Positivo: crecimiento bacteriano con un intenso color azul en el pico de flauta.

Negativo: Ausencia de crecimiento y permanencia del color verde del medio de

cultivo (MacFaddin, 2003).
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