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Resumen

Introduccion. La mastitis es una enfermedad cau-
sante de pérdidas, a nivel mundial, especialmente
en las regiones con una produccion lechera intensi-
va. Es producida por microorganismos que generan
dafos en la ubre, generando con el tiempo resisten-
cia bacteriana a la accién de los antibiéticos y pro-
duciendo infecciones reemergentes. Una solucion a
este problema es la utilizacién de cargas hipertonicas
diferentes sobre los microorganismos que generan
la mastitis. Objetivo. Evaluar el efecto de diferentes
concentraciones de monosacaridos y disacaridos en
los microorganismos causantes de la mastitis. Me-
todologia. Se aisl6 Escherichia Coli y Staphylo-
coccus Aureus de leches provenientes con vacas con
mastitis del municipio de Santa Rosa de Osos, a estos
se les midié su curva de crecimiento para identificar
a qué horas llegaban a la fase estacionaria. La con-
centracion de microorganismos para la evaluacion
con los respectivos azucares fue 10%/ml inoculados
en 9ml de los diferentes azucares a las diferentes
concentraciones, su inhibicion se determiné por
espectrofotometria, a las 20 horas aproximadamen-
te de incubacion. Resultados. Staphylococcus
Aureus es susceptible a la accion de azucares como
sacarosa y glucosa, mientras que Escherichia Coli
tiene un nivel de tolerancia mas alta. Los analisis de
varianzas de dos factores mostraron que existen di-
ferencias significativas en cada uno de los tratamien-
tos tanto para Escherichia Coli como para
Staphylococcus Aureus. Conclusién. Se comprobé
gue los azucares como sacarosa Yy glucosa tienen
un efecto bacteriostatico sobre el crecimiento In vitro
de Staphylococcus Aureus y Escherichia Coli en
concentraciones superiores al 30% y 35% respecti-
vamente.

Palabras clave: Mastitis bovina, cepas Gram positi-
vas, cepas Gram negativas.

Growth control In Vitro on Gram — negative and
Gram - positive Strains that produce mastitis

Abstract

Introduction. Mastitis is a disease that causes loses
worldwide, especially in regions with an extensive milk
production. Itis caused by microorganisms that dam-
age the udders, producing a bacterial resistance to
antibiotics with the pass of time and, in consequence,
re-emerging infections. A solution to this problem is
the use of different monosaccharide and disaccha-
ride loads on the microorganisms that produce mas-
titis. Objective. To evaluate the effect of monosac-
charide and disaccharide different concentrations on
microorganisms that cause mastitis. Methodology.
Escherichia coli and Staphylococcus aureus samples
were taken from milks coming from cows in Santa
Rosa de Osos. The growth curves of the microor-
ganisms were measured to identify the moment of
their stationary phase. The concentration of microor-
ganisms for the evaluation with the corresponding
sugars was 10%ml inoculated in 9ml of those sugars
at the different concentrations. Their inhibition was
determined by the use of spectrophotometry, approxi-
mately 20 hours after their incubation. Results. Sta-
phylococcus aureus is susceptible to the action of
sugars like sucrose and glucose, while Escherichia
Coli has a higher tolerance. The variance analysis of
two factors showed that there are significant differ-
ences in each treatment for both Escherichia Coli and
Staphylococcus aureus. Conclusion. A bacteriostatic
effect of sucrose and glucose on the growth In vitro
of Staphylococcus aureus and Escherichia Coli in
concentrations above 30% and 35 %, respectively,
was demonstrated.
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Controle do crescimento In Vitro sobre cepas
Gram positivas e Gram negativas produtoras de
mastites.

Resumem

Introducédo. A Mastites € uma doenca causadora de
perdas a nivel mundial especialmente nas regides
com uma producdo leiteira intensiva, esta é produzi-
da por microorganismos que geram danos na ubre;
gerando com o tempo resisténcia bacteriana a a¢éo
dos antibiéticos produzindo infec¢des re-emergen-
tes. Uma solucdo a este problema é a utilizagédo de
6nus hipertdbnicos diferentes sobre os
microorganismos que geram a mastites. Objetivo.
Avaliar o efeito de diferentes concentragcdes de
monossacarideos e dissacarideos em microrganis-
mos que causam mastite. Metodologia. Isolou-se
Escherichia coli e Staphylococcus aureus de leites
provenientes de vacas com mastites do municipio
de Santa Rosa de Osos, a estes se Ihes mediu sua
curva de crescimento para identificar a que horas

chegavam a fase estacionéria. A concentracdo de
microorganismos para a avaliagdo com os respecti-
vos acucare foi 106/ml inoculados em 9 ml dos dife-
rentes acucares as diferentes concentragfes, sua
inibicao se determinou por espectrofotometria, as 20
horas aproximadamente de encubacgédo. Resultados.
Staphylococcus aureus é susceptivel a acdo dos
agucares como sacarose e glicose, enquanto
Escherichia coli tem um nivel de toler&ncia mais alta.
As analises de variancias de dois fatores mostraram
gue existem diferencas significativas é cada um dos
tratamentos tanto para Escherichia coli como para
Staphylococcus aureus. Conclusdes. Comprovou-
se que 0s agucares como sacarose e glicose tem
um efeito bacteriostatico sobre o crescimento in vi-
dro de Staphylococcus aureus e Escherichia coli em
concentragfes superiores aos 30% e 35% respecti-
vamente.

Palavras Chave: Mastites bovina, cepas Gram -
positivas, cepas Gram - negativas.

Introduccidén

La mastitis es la inflamacién mamaria caracteri-
zada por alteraciones patolégicas del epitelio
glandular, las cuales se reflejan en cambios fisi-
cos y quimicos de la leche. La mastitis puede
ser causada por agentes fisicos y por la
interaccién de algunos efectos ambientales *.
Una de las principales causas de la aparicién de
la mastitis es la presencia de microorganismos
gram negativos y gram positivos que atacan y
generan dafios en la ubre de la vaca, que su-
mados a la resistencia bacteriana que oponen
estos gérmenes a la accion de los antibiéticos,
presente en la mayoria de los casos, se torna
una infeccién re emergente y reincidente. Al
menos 140 microorganismos que causan
mastitis han sido reportados, la mayoria de los
cuales son de dificil erradicacion 2.

No sélo los microorganismos son responsables
de la mastitis, larealidad es que la enfermedad
es el resultado de la interaccion y cooperacién
de varios factores, entre los que se destacan: la
higiene y el manejo de los animales, especial-
mente durante la ordefia; las caracteristicas del
ambiente productivo, y la susceptibilidad indivi-
dual de las vacas 2.

Las formas mas frecuentes de mastitis son: la
subclinica y la clinica?®* La subclinica es dificil
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de detectar, dado que la enfermedad transcurre
sin provocar inflamacion glandular visible, ni
cambios organolépticos de la leche, aunque si
afecta la calidad fisicoquimica. para su diagnoés-
tico se requieren analisis de laboratorio que de-
tecten la presencia de microorganismos causan-
tes o el recuento de células sométicas en el flui-
do lacteo, y es de 10 a 40 veces mas frecuente
que la clinica. La forma clinica de la enferme-
dad presenta manifestaciones externas de na-
turaleza inflamatoria en la glandula, detectables
por analisis clinico, secreciones lacteas altera-
das y reaccion sistémica “.

Las medidas basicas de control de los organis-
mos contagiosos apuntan a la prevencion, a
evitar que se produzcan las infecciones
intramamarias. Estas medidas consisten en la
practica de un ordefio higiénico, el secado y el
tratamiento antibiético de mastitis clinicas. Es-
tas medidas tradicionales logran reducir la inci-
dencia de mastitis por S. aureus; sin embargo,
en muchos casos, el nivel de infeccién puede
ser tan elevado, que puede desencadenar
mastitis clinica; con el agravante de originar re-
sistencia bacteriana °.

Una solucion a este problema es la utilizacion
de métodos alternativos que no generen efec-
tos colaterales después de su tratamiento. Las
concentraciones hipertonicas de determinados



azucares sobre el crecimiento in Vitro de los
microorganismos es una estrategia para su con-
trol que aunque, es in Vitro, los resultados pue-
den ser extrapolables a nivel in Vivo estudiando
previamente las posibles consecuencias que
puedan generar en el tejido. En esta investiga-
cidn se evaluo el efecto de varios azlcares con
diferentes concentraciones, sobre el crecimien-
to in Vitro de bacterias productoras de mastitis.

Materiales y Métodos

La investigacion se realizé en el laboratorio de
microbiologia de la Corporacion Universitaria
Lasallista.

Aislamiento de cepas

Las muestras de leche se obtuvieron de vacas
con mastitis clinica y subclinica, provenientes
de rebafios lecheros de la finca LA BAVIERA,
ubicada en la vereda Pontezuela del Municipio
de Santa Rosa de Osos -Departamento de
Antioquia, Colombia- altura de 2450m.s.n.m,
con una temperatura promedio de 14°C.

Las muestras de leche provenientes de vacas
fueron recolectadas asépticamente de cuartos
mamarios individuales en tubos estériles
desechables con tapa rosca de 15ml de capaci-
dad. Para el aislamiento e identificacion de los
microorganismos se siguieron las normas inter-
nacionales estandarizadas, empleando agar
sangre para Staphylococcus spp ademéas del
reconocimiento de sus propiedades morfol4gi-
cas, hemoliticas y pruebas de la coagulasa®.

Para la identificacién de las bacterias coliformes,
ademas de las caracteristicas morfoldgicas, se
utilizé una bateria bioquimica de reconocimien-
to para gram negativas.

Determinacion de lacurvade crecimiento de
los microorganismos

Para determinar el comportamiento de los
microorganismos aislados en condiciones favo-
rables, se procedi6 a evaluar su curva de creci-
miento para definir las horas en las que llega-
ban a la fase exponencial y estacionaria; deter-
minando de esta manera la hora aproximada
en la cual se podrian realizar las lecturas de
inhibicion.

Efecto de diferentes concentraciones de
monosacaridos y disacaridos sobre el creci-
miento in Vitro de E.coli y Staphilococos sp

Los microorganismos aislados se sometieron a
concentraciones de 25%, 30%, 35% y 40% para
los azucares glucosa, fructosa, maltosa y saca-
rosa, el nimero inicial de microorganismos em-
pleados fue de 10E6 bacterias/ml; concentra-
cién necesaria para que se desencadene una
infeccion en la mayoria de los organismos su-
periores. Estos se inocularon en 9ml de las res-
pectivas concentraciones. Los cultivos se
encubaron a 37°C aproximadamente 20 horas
Cada experimento tuvo 5 repeticiones y dos ré-
plicas. El control para los experimentos se rea-
lizé con la concentracion de azucar sin el micro-
organismo para cada una de las presiones.

Medicién del crecimiento por Espectrofo-
tometria

Con los datos obtenidos en la curva de creci-
miento, para cada uno de los microorganismos,
se pudo estimar la hora en la cual ellos se en-
contraban en el maximo punto de la fase
exponencial; de acuerdo con estos datos se to-
maron las medidas por espectrofotometria a
630nm, determinando, de esta manera, el efec-
to de las presiones osmaticas sobre el crecimien-
to de los microorganismos

Resultados

Después de varios muestreos se aislaron colo-
nias de bacterias en agar EMB (eosina metil
blue) con caracteristicas muy semejantes a las
de Escherichia coli. De igual manera, se aisla-
ron colonias en agar sangre con caracteristicas
muy similares a las de Staphylococcus aureus 'y
estos resultados se corroboraron con pruebas
morfolégicas, pruebas bioquimicas convencio-
nales y test de coagulasa para Staphylococcus
aureus’.

Una vez se aislaron y determinaron las cepas
productoras de mastitis, se realizaron las cur-
vas de crecimiento para cada microorganismo,
evaluando su crecimiento, por espectrofotome-
tria aproximadamente cada tres horas, en las
gue se observé un comportamiento similar en
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ambos mocroorganismos (Gréfica 1) y aproxi-
madamente a las 17 de horas de evaluacion se
llegé a la fase estacionaria; estos resultados

fueron determinantes a la hora de evaluar el
efecto de las concentraciones de azlicares so-
bre el microorganismo.
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Grafica 1 Determinacion de la curva de crecimiento para E.coli y Staphylococcus aureus
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Gréfica 2. Medida del crecimiento de Staphylococcus aureus con diferentes
concentraciones de azUcares

La presencia o0 ausencia de turbidez observada
en cada concentracién de azucar con cada uno
de los microorganismos se realizaron por
espectrofotometria, aproximadamente a las 17
horas después de iniciado el ensayo. Los resul-
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tados muestran que la E.coli es mas tolerante a
la accién de las presiones osméticas, mientras
que el Staphylococcus aureus es mas suscepti-
ble. Estos datos fueron tabulados en las cinco
repeticiones realizadas en la investigacion,



obteniéndose promedios y llevando estos a un
andlisis de varianza de dos factores, con varias
muestras por grupo, en el programa Excel.

Al comparar los resultados obtenidos (Graficos
2 y 3) se observa que las concentraciones de
azUcares empleadas en E.coli muestran un com-
portamiento similar, excepto con sacarosa, en
la cual se observaron disminuidas las medidas
espectrofotométricas; en cambio, con Staphy-
lococcus aureus las medidas espectrofoto-
métricas mas bajas se observaron con sacaro-
sa a concentraciones superiores del 30%,
seguido de maltosa, glucosa y fructosa. En la

Gréfica 2 se observan dispersiones obtenidas
de maltosa y fructosa en las concentraciones
de 30% y 25% respectivamente. Es probable
que haya habido conteos imprecisos de los
microorganismos inoculados inicialmente y por
lo tanto se disparé el crecimiento.

Al comparar los andlisis de varianza se muestra
que hubo diferencias significativas entre las di-
ferentes concentraciones utilizadas sobre los
aislados; encontrdndose mayor nivel de variabi-
lidad en el Staphylococcus aureus comparado
con el dela E.coli.
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Gréfica 3. Medida del crecimiento de E.coli con diferentes concentraciones de azlcares

Tabla 1 Analisis de varianza de dos factores con varias muestras por grupo para E.coli

Origen de las Suma de Grados de Promedio de F Probabilidad Valor critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados para F
Muestra 0,24411875 3 0,08137292 5,11812881 0,00374664 2,79806065
Columnas 0,24963125 3 0,08321042 5,23370242 0,0033106 2,79806065
Interaccion 0,21234375 9 0,02359375 1,48398087 0,18107096 2,08173039
Dentro del grupo 0,76315 48 0,01589896

Total 1,46924375 63
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Tabla 2 Anédlisis de varianza de dos factores con varias muestras
por grupo para Staphylococcus aureus

Origen de las Sumade  Grados de Promedio de F Probabilidad Valor critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados para F
Muestra 0,29926719 3 0,09975573 42,6287558 1,4044E-13 2,79806065
Columnas 0,38915469 3 0,12971823 55,432673 1,2648E-15 2,79806065
Interaccion 0,17547656 9 0,0194974  8,33184954 2,4041E-07 2,08173039

Dentro del grupo 0,112325 48 0,0023401
Total 0,97622344 63
Discusion mera causa de contaminacién con excretas

En los ensayos de aislamientos y caracteriza-
cion de microorganismos productores de
mastitis, en la finca la Baviera del municipio de
Santa Rosa de Osos, se encontré que los
patdégenos causantes de esta enfermedad eran
Staphylococcus aureus y E.coli en 6 muestras
evaluadas; estos resultados corroboran los en-
contrados por Zschock” y colaboradores donde
los indices mas altos de infeccién son produci-
dos por Streptococos agalactiae; Staphylococcus
aureus y E.coli, en sus investigaciones un 58%
de 433 establos lecheros tenian problemas por
el S. aureus®.

El Staphylococcus aureus es una bacteria inmévil
Gram positiva, esférica y usualmente agrupada
en racimos, anaerobia-aerobia facultativa,
catalasa positiva. Produce generalmente la en-
zima coagulasa, fermenta el manitol y otros azu-
cares, formando &cido pero no gas®. Tolera al-
tas concentraciones de cloruro de sodio que la
hace muy haléfila, razén por la cual su creci-
miento se ve afectado por la accién de algunos
azlcares, especialmente sacarosay glucosa, en
concentraciones superiores al 30%.

La mayoria de reservorios de S.aureus estan
en el hombre, las moscas, alojamientos, equi-
pos y otros animales no bovinos. El S.aureus
tiene alta capacidad de vivir intracelularmente,
por lo tanto, la respuesta del microorganismo
frente al antibiético no es 6ptima; regularmente,
hay que buscar métodos alternativos?®.

La mastitis producida por Escherichia coli cons-
tituye otro problema importante en la salubridad
animal; pues la mayoria es de origen ambiental
y dificil de controlar en el hato; se considera pri-
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fecales y su incidencia es menor de 25%?12,

Castafieda®® en 1997, encontré que la dosis
infectiva capacitada para desencadenar una
mastitis es de 10° a 107 bacterias/ml, estas mis-
mas dosis fueron utilizadas en los ensayos de
la investigacion; asegurando que los azlcares
tuvieran control sobre el crecimiento de los
microorganismos a nivel in Vitro®3,

Los azUcares que generaron mayor control so-
bre el crecimiento de los microorganismos fue-
ron Sacarosay glucosa, ambos, son de uso co-
muan y posiblemente, generaron en la membra-
na de las bacterias una hiperosmolaridad logran-
do en ellas la deshidratacion. Estos resultados
son reportados también por Bastado* y colabo-
radores quienes encontraron que cualquier
cambio drastico en la concentracion de solutos
presentes en la fase acuosa de una prepara-
cion, puede ocasionar la lisis o la deshidrata-
cion de los microorganismos; situacion que no
se present6 con maltosay fructosa. La maltosa
es un azucar facilmente asimilable por E.coli y
la fructosa entra directamente la degradacion
glicolitica en los dos microorganismos?!.

La accién inhibitoria mas importante de la saca-
rosa, posee propiedades antibacterianas,
bacteriostéticas, antisépticas, antiedematosa, no
irritantes, e inmunolégicas, su aplicacién direc-
ta genera una presion osmética que deshidrata
el citoplasma bacteriano de las columnas pre-
sentes en el lecho de las bacterias, consiguien-
do por un lado, la lisis bacteriana y por otro, la
incapacidad reproductora de las bacterias no
lisadas de las heridas. Algunos autores!®¥Y1® han
sugerido el uso de una solucién salina
hiperténica (SSH) (3-5 mL/kg P.V.) para el con-



trol de mastitis en becerros. También la SSH al
7.0-7.5% esta indicada para vacas con
endotoxemia asociada con mastitis para
coliformes?s 16,

Al observar el andlisis de varianza utilizada en
la pruebas, se determin6 que existen diferen-
cias significativas entres los tratamientos reali-
zados; en S.aureus la F calculada fue mucho
mayor que la f critica al comparar los azlcares
y las concentraciones utilizadas; apreciandose
mayor indice de variabilidad en estos ensayos.
En cambio, con E.coli aunque presento diferen-
cias significativas entre la Fcalculada y la f criti-
ca, la variabilidad interna es menor, lo cual sugi-
rié que la inhibicién del crecimiento realizada por
los azucares fue menor.

Conclusiones

Con los resultados encontrados en esta investi-
gacion se pudo comprobar que los azlcares
como sacarosa Yy glucosa, tienen un efecto
bacteriostatico sobre el crecimiento in Vitro del
S.aureus y E.coli en concentraciones superio-
res al 30% y 35% respectivamente. El S.aureus
presentd mayor susceptibilidad a los azucares
evaluados que E.coli. Se recomienda que para
futuros ensayos se evallen sobre células
somaticas para determinar las consecuencias
de estos in vivo
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