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Cultivo bacteriolégico en granja como
herramienta de apoyo en |la toma de
decisiones del tratamiento de las mastitis
clinicas bovinas




Veterinario: medidas para reducir el uso de antibidticos en animales de produccién. Situacion

actual

Desinfeccion de los pezones después del ordefio

Mantenimiento periddico del equipo de ordeno

Tratamiento precoz de TODOS los casos de mastitis clinica

Eliminacion de vacas cronicas

Tratamiento de TODOS los cuarterones de las vacas en el momento del secado
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5 puntos de control en calidad de leche
FUENTE: NIRD (National Institute of Research on dairying) :




Veterinario: medidas para reducir el uso de antibidticos en animales de produccién Nuevos

enfoques

Tratamiento selectivo de los casos de mastitis clinica

Tratamiento selectivo en el secado

Medidas de higiene exhaustiva y estrategias de buenas practicas : Reduccion de
la incidencia de infeccion

Promover la utilizacion de pruebas diagosticas rapidas para identificacion de
patogenos y reducir uso de antimicrobianos

Evitar la alimentacion de los terneros con leche de deshecho de vacas tratadas
con antimicrobianos
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Moderador
Notas de la presentación
NUEVOS ENFOQUES

TRATAMIENTO SELECTIVO DE LOS CASOS DE MAMITIS CLÍNICA

TRATAMIENTO SELECTIVO EN EL SECADO

Establecer medidas de higiene exhaustiva y estrategias de buenas prácticas para reducir el mínimo el desarrollo y la difusión de la mastitis: REDUCCIÓN DE LA INCIDENCIA DE INFECCIÓN.

Promover la utilización de pruebas de diagnóstico rápido para “identificar” los   patógenos causantes de las mastitis, con el fin de reducir al mínimo la utilización de   antimicrobianos intramamarios e inyectables.   

Evitar la alimentación de los terneros con leche de desecho de vacas que han sido tratadas con antimicrobianos. 



Veterinario: medidas para reducir el uso de antibidticos en animales de produccion.
Tratamiento selectivo mastitis clinica

Mastitis Clinica: Es necesario un

A menudo resulta un tratamiento
inadecuado, casi el 50% de los casos
de MC se tratan de manera
inapropiada o innecesaria.

Diagnostico laboratorial = 72 horas (envio
y siembra),

Implantacidn de terapia antibiotica

_ de amplio espectro
No permiten esperar el resultado para

iniciar una terapia antibidtica orientada

Gasto inutil de medicamentos

Aparicion de resistencias

tiempos de espera en leche largos
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Moderador
Notas de la presentación
TRATAMIENTO SELECTIVO DE LOS CASOS DE MAMÍTIS CLÍNICA

Mamitis Clínica (MC)
Es necesario un tratamiento RÁPIDO y ORIENTADO
Los tiempos de diagnóstico laboratorial son de mínimo 72 horas (envío y siembra), y no permiten esperar el resultado para iniciar una terapia antibiótica orientada

		 implantación de terapia antibiótica de amplio espectro 	

a menudo resulta un tratamiento inadecuado, casi el 50% de los casos de MC se tratan de manera inapropiada o innecesaria.(*)
 gasto inútil de medicamentos
 aparición de resistencias
 tiempos de espera en leche largos	


Veterinario: medidas para reducir el uso de antibiéticos en animales de produccion.
Tratamiento selectivo de los casos de mastitis clinica

Se ha demostrado que en el caso de mamitis clinica leve o moderada causada por

bacterias gram - como E.coli, no mejoran significativamente las tasas de curacion.
(Barlow,2011;Suojala et al.,2013;Persson et al.,2015 )

Ademas las IMI causadas por levaduras, Prototheca spp., Mycoplama spp o casos sin
crecimiento bacteriano en la investigacion microbioldgica convencional no justifica
ningt’m tratamiento tera péutico (Roberson et al.,2004; Hoe y Ruegg,2005; Lago et al.,2011; Roberson,2012)

Sin embargo, el tratamiento antimicrobiano de las inflamaciones de |a ubre causadas por
bacterias gram+, especialmente Streptococcus o Stahylococcus puede mejorar
significativamente las tasas de curacion bacterioldgica (Roberson, 2012)
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Moderador
Notas de la presentación
Muchos estudios han demostrado que en un número significativo de casos las vacas no se benefician del tratamiento antimicrobiano, en particular:

Se ha demostrado que en el caso de mamitis clínica leve o moderada causada por bacterias gram negativas como E.coli, no mejoran significativamente las tasas de curación. (ref. Barlow,2011;Suojala et al.,2013;Persson et al.,2015 )


Además las IMI causadas por levaduras, Prototheca spp., Mycoplama spp o casos sin crecimiento bacteriano en la investigación microbiológica convencional no justifica ningún tratamiento terapéutico (ref. Roberson et al.,2004; Hoe y Ruegg,2005; Lago et al.,2011; Roberson,2012)
Sin embargo, el tratamiento antimicrobiano de las inflamaciones de la ubre causadas por bacterias grampositivas, especialmente Streptococcus o Stahylococcus puede mejorar significativamente las tasas de curación bacteriológica (ref.Roberson, 2012)	



Veterinario: medidas para reducir el uso de antibidticos en animales de produccién.
Tratamiento selectivo de los casos de mastitis clinica

Tenemos herramientas
para rapida diferenciacion
del grupo de patégenos

enl12a24h.

Permite tomar decisiones

éQué buscamos?

CULTIVO EN GRANJA ¢Principal causante de

Mastitis?
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Notas de la presentación
Tenemos a nuestra disposición una herramienta que nos permite una rápida diferenciación del grupo de patógenos en un lapso de tiempo de 12 a 24 h. y nos permite tomar una decisión de tratamiento 				
CULTIVO EN GRANJA
Qué buscamos? cual es el principal patógeno causante de la Mamitis
			



Veterinario: medidas para reducir el uso de antibidticos en animales de produccién:
Cultivo en granja: ¢Qué nos aporta?

o ELECCION
Nos va ayudar:a\ Ni mucho menos se No remplaza al N'I(?I:;')I'eArI(/In;EIl(l?r;n RESPONSABLE DEL
DECIDIR cual sera el va a Ilegar aun [ TEMPRANO de Ia ANTIBIOTICO,
TRAT,A}MIENTO e DIAGNOSTICO diagnostico infeccion sin
eleccion [ :
ESPECIFICO habitual: arriesgar la salud y Tt A
: “CULTIVO para el bienfestar de los consistente y con
CULTIVO para (identificacion DIAGNOSTICAR” animales. criterio
TRATAR” precisa)
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Moderador
Notas de la presentación
Nos va ayudar a DECIDIR cual será el TRATAMIENTO de elección “CULTIVO para TRATAR”
Ni mucho menos se va a llegar a un DIAGNÓSTICO ESPECÍFICO (identificación precisa) 
No remplaza al Laboratorio de diagnóstico habitual: “CULTIVO para DIAGNOSTICAR”


	
Nos permitirá un TRATAMIENTO TEMPRANO de la infección sin arriesgar la salud y el bienestar de los animales.

ELECCIÓN RESPONSABLE DEL ANTIBIÓTICO, TERAPIA DIRIGIDA, CONSISTENTE, con CRITERIO	



Grade 2

Did you know that not all clinical mastitis
cases has to be treated with antibiotics.
In up to 60% of mastitis cases, cows are
classified as either Grade 1 or Grade 2 and
as such other form of treatment is suitable.
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Toma de decisiones en el tratamiento de

Veterinario: medidas para reducir el uso de antibidticos en animales de
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Moderador
Notas de la presentación
Por lo tanto LA TOMA DE DECISIONES EN EL TRATAMIENTO DE LAS MAMÍTIS CLÍNICA se basará en:

Determinar la GRAVEDAD de la mamitis clínica: 
GRADO 1 (leve), GRADO 2 (moderada), GRADO 3 (Grave)





En los resultados del CULTIVO, que pueden ser obtenidos dentro de las 24 horas: las decisiones de tratamiento se basan en gran medida en la distinción entre crecimiento grampositivo, crecimiento gramnegativo y ausencia de crecimiento (Lago et al., 2011; Cameron et al., 2014).
	
	LE PERMITE AL PROFESIONAL REALIZAR UN TRATAMIENTO JUSTIFICADO 
	
	REDUCIR EL USO NO ADECUADO DE ANTIBIÓTICOS	
	
	MINIMIZA EL CONSUMO DE ANTIBIÓTICOS
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Mas implicacion por parte de los ganaderos en la salud de la ubre y en el uso de
AB

Menos leche descartada

Toma de muestra aséptica Instrucciones cultivo en granja Protocolos de actuacion

Cultivo

en Granja
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Moderador
Notas de la presentación
REQUISITOS Y VENTAJAS DEL CULTIVO EN GRANJA

Más implicación por parte de los ganaderos en la salud de la ubre y en el uso de AB

Puede llegar a reducir el uso de antimicrobianos en un 50% . Ref. 2011, J.Dairy Sci.94:4457-4467, Lago et al.

Menos leche descartada

Tratamiento RACIONAL, en línea con las directrices gubernamentales

Relación entre GANADERO y VETERINARIO: FORMACIÓN:
TOMA DE MUESTRA ASÉPTICA
INSTRUCCIONES CULTIVO EN GRANJA:
Siembra, incubación y interpretación
Conservación test y eliminación de los residuos 
PROTOCOLOS DE ACTUACIÓN: Establecer protocolos de tratamientos antimicrobianos



Cultivo en Granja

Toma de muestra de leche del cuarteron

Consejos errores mas comunes
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Siembra e
Zona de Material y incubacion. Lectura e

laboratorio equipamiento Eliminacion interpretacion
de residuos



Moderador
Notas de la presentación
TOMA DE MUESTRA DE LECHE DE CUARTERÓN
ERRORES COMUNES EN EL MUESTREO. ALGUNOS CONSEJOS

ZONA DEL LABORATORIO

MATERIAL y EQUIPAMIENTO

SIEMBRA E INCUBACIÓN. ELIMINACIÓN DE RESIDUOS

LECTURA y INTERPRETACIÓN (DIFERENTES TESTS)
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Cultivo en Granja: Procedimiento
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Toma de muestras del cuarteron

- Desechar 3-4 chorros para eliminacion de
* Lavarse las manos y utilizar guantes ﬁ

d habl tes de cad t bacterias del canal y observacion
SRECHERIEs S £€ Safe MEEEe caracteristicas de la leche

d

Rotular el tubo de muestras Sumergir cuarterones en desinfectante
(Fecha/Granja/t#tvaca/cuarteron) pre-ordefio durante 30 segundos
DD = delantero derecho . 4 : \‘
DI = delantero izquierdo ‘ :
{ TD = trasero derecho e ;
7wl

Tl = trasero izquierdo

restos de cama o materia orgdnica. Lavar,

Cepillar la suciedad, pelo de la ubre y
aclarar y secar la ubre 7" E
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Notas de la presentación
Lavarse las manos y utilizar  GUANTES desechables
ANTES DE CADA MUESTRA!
. ROTULAR el tubo de muestra: FECHA/GRANJA/Número de la vaca y cuarterón 
DD = delantero derecho
DI = delantero izquierdo
TD = trasero derecho
TI = trasero izquierdo
. Cepillar la suciedad suelta, el pelo de la ubre y los posibles restos de cama. Eliminar restos de materia orgánica. 
Si es necesario  lavar, aclarar y secar la ubre 
. Desechar de 3 a 4 chorros de leche permitiendo así la eliminación de las bacterias que están en el canal del pezón y observación de las posibles anomalías que presente la leche, como grumos o pus.
. Sumergir todos los cuarterones en un desinfectante pre-ordeño efectivo y  dejar actuar durante 30 segundos. 
. Secar cada tetilla con un papel o una toalla de tela de un solo uso, asegurándose de que no quede nada en la tetilla ni en la punta del pezón, ya que mataría las bacterias en su muestra de leche.



Toma de muestras del cuarteron

# el

Limpiar punta pezdn con algoddn/gasa alcohol 70% (uno por cuarterd . E‘ A .
los pezones mas alejados a los mas cercanos .‘_- "’ |

Abrir tubo antes de la toma de muestra, mantener en horizontal, sostener tapon con una
mano. No tocar interior del tubo. Dirigir 1-2 chorro pezon, inclinando 45%el tubo hasta
llenarlo a la mitad. Volver a tapar el tubo

Poner tubo de muestra en hielo o nevera hasta siembra. Sino, hacer

siembra antes de 24 h A N
R AY)

Desinfectar o cambiar guantes para tomar siguiente muestra

%
%
¥
¥
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Moderador
Notas de la presentación
7. Limpiar la punta del pezón con un algodón o gasa ligeramente impregnado de alcohol al 70% asegurándose que quedan limpios. 
Utilizar un algodón o gasa para cada pezón. La limpieza debe empezar por los pezones más alejados. Esperar  a que el alcohol se haya evaporado del pezón antes de tomar la muestra. 
. Abrir el tubo justo antes de proceder a la toma de muestra. En el momento de abrir el envase estéril se debe de mantener horizontal para evitar que la suciedad o el pelo suelto de la vaca caigan en él, sosteniendo el tapón con una mano (para evitar dejarlo en una superficie sucia). No tocar el interior del tubo ni permitir que la punta del pezón toque el tubo. 
Dirigir el pezón hacia el tubo, que debe estar ligeramente inclinado, unos 45º, y recoger 1-2 chorros de leche hasta llenar ⅓ a ½  tubo. Realizar la toma de muestra lo más rápido posible y volver a tapar el tubo.
. Colocar inmediatamente el tubo de la muestra en hielo o nevera hasta su siembra en las placas o en el congelador, si no puede hacer la siembra en 24h.
. Desinfectar o cambiar los GUANTES desechables
PARA LA SIGUIENTE MUESTRA!



Errores comunes en el muestreo

Tomar la muestra antes del tratamiento con antibiotico

No mezclar muestra de varios cuarterones afectados (recoger leche
de cuarterones individuales)

Evitar contaminacion ambiente

e Pezdn no suficientemente limpio
e Manos sucias
e Tubo toma de muestra abierto antes de tiempo



Moderador
Notas de la presentación
Evitar la contaminación de la muestra con el desinfectante, ya que nos darían resultados de “no-crecimiento”. Esto sucede cuando no se seca muy bien cada pezón antes de tomar la muestra o si el desinfectante está en los guantes. 
Recordar que la muestra para cultivo hay que tomarla antes de tratar con AB



z e
Errores comunes en el muestreo

* No habria crecimiento
¢ Sucede cuando no se seca bien el pezdn o si desinfectante queda en los guantes

Si <5% muestras individuales contaminadas = Buena técnica de muestreo. Sino revisar

e Técnica de muestreo
e Manipulaciéon de muestras
e Técnicas de cultivo



Moderador
Notas de la presentación
Hay que recoger la leche de cuartos individuales que están clínicamente afectados. No hay que recoger muestras compuestas (leche mezclada de 2 cuartos o más).

Contaminación de las muestras de leche con bacterias del medio ambiente. Fuentes de contaminación:

Pezón de la vaca no suficientemente limpio UBRES SUCIAS
Manos del tomador sucias
Tubo toma muestra abierto antes de tiempo
Se considera que si tenemos menos del 5% de muestras individuales por cuarterón contaminadas tenemos una buena técnica de muestreo. Si tenemos más contaminación, hay que revisar con el personal de la granja:
La técnica de muestreo
La manipulación de la muestra
La técnica de cultivo



Consejos

En la toma de muestras



Moderador
Notas de la presentación
Tome las muestras de leche de una ubre llena. La toma de muestra será más fácil y es menos probable que se contamine. 
Haga el muestreo en un lugar limpio, lugar más optimo es en el ordeño. Evitar donde el estiércol puede salpicar las muestras.
Coloque las muestras en frío lo más rápido posible (menos de una hora)
Cámbiese de ropa si tiene estiércol (ojo MANGAS SUCIAS)
Use guantes y desinféctelos entre muestra y muestra
Las muestras pueden ser enviadas a un laboratorio de referencia para una prueba confirmatoria


Cultivo en granja

EL LABORATORIO. requisitos

Material

¢ |[ncubadora a 372 con termdmetro de facil
lectura para monitorear

e Guantesy escobillones o micropipetas
estériles

[ o Bolsa sellada para residuos
| ® Alcohol 709, lejia diluida



Moderador
Notas de la presentación
ZONA DEL LABORATORIO: Zona de la explotación dedicada a la siembra, cultivo y lectura

Superficie de fácil limpieza y desinfección (lejía diluida/alcohol al 70%), 
Área libre de corrientes de aire ni de grandes fluctuaciones de temperatura
	
MATERIAL y EQUIPAMIENTO

INCUBADORA a 37ºC
Se debe instalar en una área donde la temperatura exterior se mantiene bastante constante (no cerca de una puerta exterior …)
Hay que tener la incubadora mantenida a 37ºC antes de colocar las placas de cultivo. No apagar la incubadora aunque no se esté sembrando cada día. La incubadora tendrá un termómetro de fácil lectura para monitorear que la incubadora está funcionando correctamente  
Las bacterias de la mastitis crecen mejor cuando la humedad relativa está a 75%. Esto se consigue fácilmente teniendo un vaso de agua en la parte inferior de la incubadora. 
Guantes, escobillones asépticos o micropipetas estériles.
Recipiente con bolsa sellada para desechar los residuos. Estos se consideran de riesgo biológico potencial.
Alcohol, lejía diluida /alcohol al 70%



nfectar zona de trabajo

guantes. Desinfectar entre muestra y muestra

A muestra esta congelada, dejar que se descongele
pletamente en la nevera

hisopo o micropipeta nuevo para cada muestra

esiduos generados (placas/tubos/pipetas) se
ideran de riesgo bioldgico potencial

lar placa/tubos del kit

2 siembra con hisopo: saturarlo de leche (8-10 seg)

omar leche grumosa ni con coagulos

brar en cada medio. Antes de sembrar en cada seccion
placa o tubo, volver a sumergirlo en leche.

a en incubadora, pre-ajustada a 372C, boca abajo

oelar las muestras

nfectar zona de trabajo


Moderador
Notas de la presentación
SIEMBRA e INCUBACIÓN

Use guantes desechables nuevos
Si la muestra está congelada, dejar que se descongele completamente en la nevera. 
Agitar suavemente la muestra de leche: invertir el tubo suavemente aprox.15 veces.
Rotular la placa/s o el tubos del kit
Si la siembra es con hisopo este hay que saturarlo de leche: sumergirlo durante 8-10 seg.
No tomar ni colocar leche grumosa o coágulos de leche en la placa
Sembrar en cada medio de cultivo o tubo, antes de colocar la leche en cada sección de la placa o tubo hay que tomar nueva muestra de leche introduciendo de nuevo el hisopo en la leche. Utilizar un hisopo nuevo para cada muestra de leche
Colocar la placa en la incubadora, pre ajustada a 37ºC,  boca abajo
Es un buen hábito congelar las muestras de leche inmediatamente después del cultivo por si hay que enviar a un laboratorio para su confirmación.  
Desinfectar las superficies de trabajo y limpiar los posibles derrames inmediatamente.
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Cultivo en granja: diferentes tests

Biplaca o triplaca

{

rket overview

APID

L

Triplate with 3 selective media. Biplate with 2 selective media.

For Gram-negative bacteria, for For Gram-positive and Gram-
Staphylococci and for negative growth
Streptococci growth

(Viora etal, 2014) (Malcata et al, in preparation)

Market overview

PETRIFILM™

Preventive Veterinary Medicine

™ plates as a 24-h rapld
is ona dairy farm.
.

AerobicCount (AC)-Petrifilm™
ColiformCount (CC)-Petrifilm™
Differentiation between Gram-
positive and Gram-negative
bacteria

(Mansion-de Vries et al, 2014)

Market overview

PETRIFILM™

ustion of Petrfim™ plaes 23240 apd (o

ik Facan’,

AerobicCount [AC)-Petrifilm™
ColiformCount (CC)-Petrifilm™
Differentiation between Gram-
positive and Gram-negative
bacteria

{Mansion-de Vries et al, 2018}

Market overview

ACCUMAST

Staphylococci and for
Streptococei growth

e
Triplate with 3 selective media. 2
For Gram-negative bacteria, for

(Gands et ol 2016)



Cultivo en granja: diferentes tests

Tubo

Market overview

’{ MASTDECIDE

-

(Leimbach and Krmker, 2018) Culture based diagnosis that consists of 2 test
tubes containing a pink test medium that can
differentiate between Gram-positive cocci,
coliform bacteria and no growth

de/product info.php?products id=136&language=en
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Cultivo en granja:

Diferentes tests

funcion de



Moderador
Notas de la presentación
EVALUAR EN FUNCIÓN DE:

Las CARACTERÍSTICAS del TEST:

RÁPIDO, entre 12-24 horas

SIMPLE: fácil y seguro de manejar 

De FÁCIL INTERPRETACIÓN (interpretación clara)

De larga fecha de caducidad

Que IDENTIFIQUE los PRINCIPALES PATÓGENOS causantes de las mamitis (ETIOLOGÍA DE LA MAMITIS CLÍNICA) 

ECONÓMICO



Cultivo en granja:

Diferentes tests

Parametros
a evaluar
en la

CULTIVO EN GRANJA

RESULTADOS POSITIVO RESULTADOS NEGATIVOS

MUESTRA POSITIVA
(TOTAL 100) - 10

< FALSOS NEGATIVOS
METODO DE SENSIBILIDAD
REFERENCIA ANIMALES SUBTRATADOS

(TOTAL 200) MUESTRA NEGATIVA 20

(TOTAL 100) FALSOS POSITIVOS 80
ANIMALES SOBRETRATADOS ESPECIFICIDAD
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Notas de la presentación
LOS PARÁMETROS QUE SE EVALUAN EN LA VALIDACIÓN:

SENSIBILIDAD del método: 
Capacidad del método de detectar la presencia del microrganismo objetivo. 
Si el  objetivo del test es la detección de GRAM +, el test tendrá una alta sensibilidad si es capaz de detectar correctamente los gram positivos

ESPECIFICIDAD del método: 
Capacidad del método de detectar la no presencia del microrganismo objetivo
Si el  objetivo del test es la detección de GRAM +, el test tendrá una alta especificidad si es capaz de dar como negativo la no presencia (ausencia) de gram positivos

Capacidad para discriminar muestras de leche contaminadas de no contaminadas
Capacidad para discriminar el crecimiento mixto no uniforme que contiene grampositivos y gramnegativos



EL VETERINARIO JUNTO CON EL GANADERO EVALUARAN EL TEST Y EN FUNCIÓN DE LOS RESULTADOS APLICARÁN EL PROTOCOLO DE ACTUACIÓN  





Cultivo en granja: diferentes tests

El veterinario junto con el ganadero evaluaran el
test y en funcion de los resultados aplicaran el
protocolo de actuacion I




= CULTIVO CLASICO: Medio de cultivo: Agar Esculina, Incubacién: 372C en condiciones de aerobiosis, Lectura: 24 vy
48 horas, Interpretacion de resultados:

CULTIVO PURO:

si solo 1 morfotipo esta
presente en la placa de agar
sangre

Cultivo puro con colonias poco aisladas

MUESTRA

CONTAMINADA:
si dos o mas tipos de

Cultivo puro mayoritario con subcultivo Muestra contaminada

MUESTRA SIN puede indicar que el cuarto no fue infectado verdaderos negativos

2 MIENTO:
SIN CRECIMIENTO el cuarto estaba infectado pero el sistema inmune de la vaca ya ha respondido a la infeccién y verdaderos negativos

(25-40% ) elimina las bacterias antes de tomar la muestra: esto es comun en infecciones Gram -
= (o]
errores en la toma de muestra: desinfectante, almacenamiento incorrecto, vaca tratada AB falso negativo

algun tipo de bacterias no crece en las condiciones estandar de incubacién (por ejemplo, falsos negativos
especies de Mycoplasma o otros microorganismos anaerobios)



Moderador
Notas de la presentación
La mayoría de test han estado VALIDADOS con el método standard (microbiología convencional) en un laboratorio de referencia
CULTIVO CLÁSICO: Medio de cultivo: Agar Esculina, Incubación: 37ºC en condiciones de aerobiosis, Lectura: 24  y 48 horas, Interpretación de resultados:



CULTIVO CLASICO CONVENCIONAL
CULTIVO para DIAGNOSTICAR

TEST EN GRANIJA
CULTIVO para TRATAR

CLASIFICACION

RESULTADO

RESULTADO

LIMITACIONES

COCOS Staphylococcus aureus Gram positivos (GP)
GRAMPOSITIVOS Staphylococcus coagulasa negativos
(SNC)
Streptococcus uberis
Enterococcus spp. La mayoria de kits son Utiles para la diferenciacién de categorias amplias (GP y GN),
Streptococcus dysgalactiae pero son menos fiables cuando se aplica un diagndstico a nivel de género y especie.
Streptococcus agalactiae
Otros Streptococus
BACTERIAS Escherichia coli Gram negativos (GN)
COLIFORMES Otras Bacterias coliformes
HATOEED o Pseudomonas spp. No crecimiento Hay microorganismos tardios (necesitan mds tiempo para
CRECIMIENTO Corynebacterium spp. o . NO AFECTA AL OBJETIVO
LENTO S S ——— su crecimiento): Pseudomonas, Corynebacterium, (TRATAMIENTO MC)

Streptococcus de crecimiento tardio, etc.

Otros PATOGENOS

Bacillus spp.
Prototheca spp
Levaduras
Nocardia

No crecimiento

Al utilizar medios selectivos para la diferenciacion de
Gram positivos o Gram negativos hay microorganismos
gue no creceran, como Prototheca, Levaduras, Nocardia,
Bacillus

NO AFECTA AL OBJETIVO
(TRATAMIENTO MC)

INFECCIONES MIXTAS

Infecciones mixtas por cocos gram
positivos
Infecciones mixtas por bacterias
coliformes
Infecciones mixtas no uniformes

Gram positivos
Gram negativos
depende del kit

Hay kits que no pueden reconocer infecciones mixtas no uniformes (patégenos Gram

positivos y Gramnegativos simultaneamente)

CONTAMINADO

Contaminado

depende del kit

Hay kits que no pueden discriminar muestras de leche contaminadas. Alguno de ellos,

en este caso obtendremos como resultados GP o GN.

NO CRECIMIENTO

No hay la bacteria/desinfectante/
bacterias anaerobias (Mycoplasma)

No crecimiento



Moderador
Notas de la presentación
Resultados cultivo clásico vs cultivo en granja



Sistemas de biplaca y triplaca del cultivo facil Minnesota

* Minnesota (Ref. 2014 J.Dairy Sci.97:3648-3659)

Lectura e interpretacién

* Crecimiento /no crecimiento Mi ta Easv® Cult Svst
e Gram + / Gram - innesota Easy® Culture System

, \
e Presencia S. aureus User’s Guide

¢ Crecimiento /no crecimiento

e Gram +/ Gram -

e Clasificacion estafilococo y estreptococo
® Presencia S. aureus

Cuadro 1. Protocolo de cultivo en granja

» Tomar una muestra en un tubo estéril fv(-. "
* |denfificar la muestra con n® de vacay - e

e Visidn de colonias y su morfologia, T Sorths s eon s heulicmn o ik S8

. o o .z . = A,
e Discriminacion de muestras contaminadas fg we;g\
e Discriminacion de crecimiento mixto Ay AN

* Congelar la muestra para envio al laboratoiro
» Leeralas 12-18 horas

¥ |
e Caducidad corta: las placas se pueden secar % | |

e Al utilizar medios selectivos para la diferenciacion de Gram positivos o Gram
negativos hay microorganismos que no creceran, como Prototheca, !
Levaduras, Nocardia, Bacillus. NO AFECTA AL OBJETIVO (TRATAMIENTO MC) by 1218 hosos

J :
coe

Sin crecimiento Gram + Gram -

Minnesota (Ref. 2014 J.Dairy

sci.97:3648-3659) Sin crecimiento  Gram +

L
Gram -
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LECTURA y INTERPRETACIÓN 
Sistemas de biplaca y triplaca del cultivo fácil Minnesota 
http://dairyknow.umn.edu/topics/milk-quality/minnesota-easy-culture-system-user-s-guide/
En un estudio de la validación de los sistemas de biplaca y triplaca del cultivo fácil Minnesota (Ref. 2014 J.Dairy Sci.97:3648-3659) se encontró que los resultados más exactos y útiles que se pueden obtener en condiciones habituales en campo:
BIPLACA: 
Crecimiento o no crecimiento
Crecimiento de bacterias Gram + o Gram –
Presencia o no presencia de Staphylococcus aureus (aconsejable su confirmación en un laboratorio de referencia) 
TRIPLACA: 
Crecimiento o no crecimiento
Crecimiento de bacterias Gram + o Gram –
Clasificación de género: especies de Staphylococcus o especies de Streptococcus. 
Presencia o no presencia de Staphylococcus aureus (aconsejable su confirmación en un laboratorio de referencia)  

En este mismo estudio se encontró que estos sistemas eran menos fiables para llegar a los niveles más detallados de diagnóstico distintas de S.aureus, por ejemplo otras especies de Staphylococcus, Strep.uberis, Strep. dysgalactiae, E.coli, Klebsiella …


http://dairyknow.umn.edu/topics/milk-quality/minnesota-easy-culture-system-user-s-guide/

Lectura e interpretacion arket ovarview

VETORAPID VETOSLIDE

T
Triplate with 3 selective media. Biplate with 2 selective media.
For Gram-negative bacteria, for For Gram-positive and Gram-

e Selectivo Gr — (E.Coli, coliforms) — lectura 8- | g

PARA APOYAR LAS DECISIONES DE TRATAMIENTO EN

e Selectivo Estafilococo (S.aureus vs. SCN).
Lectura 24h ST NG RS PO 0
e Selectivo Estreptococo (S.esculina vs. S
. Evaluation of a culture-based pathogen identification kit for bacterial
ESCLlllna neg.) |€Ctura 24'36'48h causes of bovine mastitis

L. Viora, MVB, MRCVS', E. M. Graham, MVB, MVM, PhD, MRCVSZ, D. . Mellor, BVMS, PhD, DipECVPH, MRCVS', K. Reynolds, MIBMS®
P.B.A Simoes' and T. E. Geraghty'

EVALUACION DE DOS TESTES DE CULTIVO BACTERIOLOGICC

¢ Vision de colonias y su morfologia,
e Discriminacion de muestras contaminadas
e Discriminacion de crecimiento mixto

e Caducidad corta: las placas se pueden secar

e Al utilizar medios selectivos para la diferenciacién de Gram positivos o Gram
negativos hay microorganismos que no creceran, como Prototheca, Levaduras,
Nocardia, Bacillus. NO AFECTA AL OBJETIVO (TRATAMIENTO MC)
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LECTURA y INTERPRETACIÓN 
Sistemas de Triplaca VetoRapid:
Selectivo para gram negativos (E.coli vs otros coliformes)– lectura entre 8-16 horas
Selectivo para estafilococos (S.aureus vs SCN)- lectura a la 24 horas
Selectivo para estreptococos (Streptococcus esculina + vs S.esculina negativos) – lectura a las 24-36-48 h. 
							Varios estudios han validado el sistema:
Es una herramienta de diagnóstico que permite la fácil identificación de los patógenos mamarios más comunes causantes de mamitis clínica: E.coli, estafilococos y estreptococos. Ref. 2007,Bradley et al. Veterinary Record 160, 253-258
Es una herramienta que permite una primera y rápida identificación de las cinco causas más comunes de mastitis bovina en condiciones de trabajo en campo: E.coli, S.aureus, S.coagulasa negativos, S.uberis y Enterococcus spp.  Ref. 2014, Viora et al., Veterinary Record 175, 89.  http://dx.doi.org/10.1136/vr.102499

Es una herramienta útil para la diferenciación de categorías amplias (GP y GN), pero es menos fiable cuando se aplica un diagnóstico a nivel de género y especie. REF. Evaluación de dos testes de cultivo bacteriológico para apoyar las decisiones de tratamiento en mastitis clínicas bovinas – póster, c. 2019


Triplaca VetoRapid®

Varios estudios han validado el sistema:

Es una herramienta de diagnostico que permite la facil identificacion de los patégenos
mamarios mas comunes causantes de mamitis clinica: E.coli, estafilococos y estreptococos.
Ref. 2007,Bradley et al. Veterinary Record 160, 253-258

Es una herramienta que permite una primera y rapida identificacion de las cinco causas mas
comunes de mastitis bovina en condiciones de trabajo en campo: E.coli, S.aureus,
S.coagulasa negativos, S.uberis y Enterococcus spp. Ref. 2014, Viora et al., Veterinary Record
175, 89. http://dx.doi.org/10.1136/vr.102499

Es una herramienta util para la diferenciacion de categorias amplias (GP y GN), pero es
menos fiable cuando se aplica un diagnostico a nivel de género y especie. REF. Evaluacion de
dos testes de cultivo bacteriologico para apoyar las decisiones de tratamiento en mastitis
clinicas bovinas — pdster, c. 2019.




LECtura e interprEtaCién Market overview

PETRIFILM™

. 7 . . AerobicCuunl {ﬂC)-Pelrifi!m“‘
e Contaje rapido aerobios (AC) o1
positive and Gram-negative
bacteria

e Contaje rapido coliformes (CC)

Milk production

e Las muestras sin crecimiento son claras ya

que el medio AC es un medio no selectivo ComPaI'iSOH of an evidence-based
e Fécil almacenamiento and a conventional mastitis therapy
concept with regard to cure rates

e Su incapacidad para discriminar muestras and antibiotic usage

contaminadas de no contaminadas (no puedes distinguir
|aS CO|OniaS pOF Su m0rf0|OgI'3) E.M. Mansion-de Vries'?, J. Liicking™?, N. Wente’, C. Zinke*, M.Hoedemaker®, \. Krémker'

C O n t ra S L NO puede discriminar el CreCimientO miXtO no Uniforme *University of Applied Sciences and Arts, Faculty il, Microbiology, Heisterbergallee 12, D-30453 Hannover, Germany

2 Clinic for Cattle, Hanover University of Veterinary Medicine, Foundation, Bischofsholer Damm 15, D-30173 Hannover, Germany

que contiene grampositivos y gramnegativos del
crecimiento gramnegativo (ref. 2014, Mansion-de Vries et
al.): casos de MC grampositivos no tratados

Date submitted:24/02/2016 Date accepted: 06/06/2016 Volume/Page(s): 69/27-32

2018, Kromker et al.;
2016, Mansion-de Vries et al.;

Accuracy of 12h-Petrifilm™-plates as a rapid on-farm test for evidence- 2014 Mansion-de Vries et al.
2013,Gitau et al.

based mastitis therapy on a dairy farm in Germany PR

McCarron et al.;
Article in Milchwissenschaft - July 2018
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LECTURA y INTERPRETACIÓN 

Sistema PETRIFILM 3M: 2 placas (films)
Placa para el contaje rápido de aerobios (AC)
Placa para el contaje rápido de coliformes (CC)

Hay varios estudios sobre la sensibilidad y especificidad del sistema Petrifilm: ref. 2018, Krömker et al.,ref. 2016, Mansion-de Vries et al.; ref. 2012 Roberson et al.; ref. 2009; McCarron et al.; ref. 2014 Mansion-de Vries et al.; y Ref. 2013,Gitau et al.
Principal ventajas: 
las muestras sin crecimiento son claras ya que el medio AC es un medio no selectivo
 fácil almacenamiento  
Principal desventajas: 
es su incapacidad para discriminar muestras de leche contaminadas de no contaminadas
No puede discriminar el crecimiento mixto no uniforme que contiene grampositivos y gramnegativos del crecimiento gramnegativo (ref. 2014, Mansion-de Vries et al.): casos de MC grampositivos no tratados






Lectura e interpretacién

{GPLOS |one

e Medios selectivos cromogénicos para identificacion de
patogenos

e Sofisticado permite mayor clasificacion de género

¢ \/ision de clara de las colonias: identificacion de las bacterias
basado en el color

e Discriminacion de muestras contaminadas
e Discriminacion de crecimiento mixto

e Caducidad corta: las placas se pueden secar

e Al utilizar medios selectivos para la diferenciacion de Gram
positivos o Gram negativos hay microorganismos que no creceran,
como Prototheca, Levaduras, Nocardia, Bacillus. No afecta al
objetivo (tratamiento mc)

RESEARCH ARTICLE
Evaluation of an On-Farm Culture System
(Accumast) for Fast Identification of Milk
Pathogens Associated with Clinical Mastitis in
Dairy Cows

Erika Korzune Ganda, Rafael Sisconeto Bisinotto, Dean Harrison Decter,
Rodrigo Carvalho Bicalho*

Department of Population Medicine and Diagnostic Sciences, College of Veterinary Medicine, Gomell

University, Ithaca, NY, United States of America

Accumast®

Growth No-Growth
1 Section [
I 1
Streptococcus ‘Gram negative Staphylococcus
Streptococcus sp. | E. coli Staphylococcus aureus |
| |

Other Gram-negative

White |

'seudomonas sp. |

Staphylococcus sp.

Fig 2. Flow-chart for on-farm diagnosis of mastitis pathogens based on Accumast.

doi:10.1371fjournal.pone.0155314.9002

2016, Ganda et al., PLOS ONE, journal.pone.
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Sistema ACCUMAST
Hay un estudio que valida el sistema: ref.2016, Ganda et al., PLOS ONE, journal.pone. 
Uso de medio de cultivos selectivos cromogénicos para la identificación de patógenos específicos de mastitis: identificación de las bacterias basado en el color
Más sofisticado y permite una mayor clasificación de género


https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0155314

Lectura e interpretacién

e Cocos grampositivos

e Bacterias coliformes

* No crecimiento

e Sistema cerrado

® 100ul de siembra

* No identifica la bacteria

MEDIO 1 MEDIO 2

(tapdn blanco) (tapdn amarillo)

CRECIMIENTO GRAM
~ BACTERIANO POSITIVO
BLANCO ROSA
(+) (-)

BLANCO BLANCO
(+) (+)

ROSA ROSA
() (-)

BLANCO BLANCO
/ROSA /ROSA
(+)/(-) (+)/(-)

b

RESULTADO

GRAM -
/Coliformes

GRAM +

SIN CRECIMIENTO

TODOS LOS
RESULTADOS SON
POSIBLES

Market overview
MASTDECIDE

|

Culture based diagnosis that consists of 2 test
tubes containing a pink test medium that can
differentiate between Gram-positive cocci,
coliform bacteria and no growth

hp?products id=136&language=en

METODO DE REFERENCIA

E.coli, Klebsiella spp, otros coliform (Citrobacter,
Enterobacter)

Infeccién mixta de Gram -
S.aureus,CNS,S.uberis,S.agalactiae,S.dysgalactiae,
Enterococci, Lactococcus),

Infeccién mixta de Gram +

Patogenos de crecimiento tardio: Prototheca,

Corynebacterium, Pseudomonas, Levaduras, Mycoplama ...

No hay bacteria

Muestra contaminada

Kromber et I.,J.DairySci.101:6357-6365

N SCIEY.

& https:/idoi.org/10.3168/jds.2017-14198

¥y i

_ @% J. Dairy Sci. 101:6357-6365
\ ;jré- & American Dairy Science Association®, 2018.

Laboratory evaluation of a novel rapid tube test system
for differentiation of mastitis-causing pathogen groups

S. Leimbach' and V. Krémker

University of Applied Sciences and Art, Faculty 1, Microbiology, Heisterbergalles 104, 30453, Hanover, Germany

Contras

e Es una de las pruebas mas rapidas para
el diagndstico de grupos de patdégenos.
Resultados: 12-14h

® L.as muestras sin crecimiento son claras
e Facil de usar vy interpretar

e Facil almacenamiento y larga
caducidad (8 meses en refrigeracion

® Posible interferencia con muestras
contaminadas.

* No pueden rl de siemeconocer
infecciones mixtas no uniformes
(patégenos Gram positivos y
Gramnegativos simultdneamente)
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Siembra 2 Tubos: MASTDECIDE : discrimina entre:  
(http://vimeo.com/253402796)
Cocos grampositivos
Bacterias coliformes
No crecimiento
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Conclusiones

Calidad de la muestra de leche: garantia éxito para el diagndstico

*Si mds del 40% no hay crecimiento: revisar protocolo toma muestras y kit
Si hay < 5% muestras/cuarterén contaminadas = Buena técnica
eEnviar muestras a lab de referencia para confirmacion del test

Cultivo en granja es una herramienta indispensable para toma de decisiones

eBuena herramienta para la diferenciacién de mastitis GP de mastitis no GP pero no reemplaza al laboratorio de
diagndstico habitual

e|deal como primera actuacidn pero en caso de repeticién de las mastitis, es necesario enviar muestra al laboratorio
para realizar una identificacién y antibiograma

*No implementar tratamiento en rebafios con Mycoplasma spp, Prototeca spp o Trueperella pyogenes.

ALLIC
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CONCLUSIONES

EL VETERINARIO JUNTO CON EL GANADERO EVALUARAN EL TEST Y, EN FUNCIÓN DE LOS RESULTADOS, APLICARÁN EL PROTOCOLO DE ACTUACIÓN  

RECORDAR QUE LA CALIDAD DE LAS MUESTRAS DE LECHE DECIDE EL USO EXITOSO DE LOS TEST EN GRANJA: LA TOMA DE MUESTRA TIENE QUE SER RECOLECTADA ASÉPTICAMENTE POR PERSONAL CAPACITADO (FORMACIÓN).
Si en más del 40% de los resultados de los cultivos en granja no hay crecimiento, revisar protocolo toma de muestra y si el kit es adecuado al uso
Se considera que si tenemos menos del 5% de muestras individuales por cuarterón contaminadas tenemos una buena técnica de muestreo. Si tenemos más contaminación hay que revisar con el personal de la granja:
La técnica de muestreo, 
La manipulación de la muestra
La técnica de cultivo
Para confirmar la correcta realización del test, es un buen hábito enviar muestras a un laboratorio de referencia para una prueba confirmatoria

El cultivo en granja es una herramienta  para la toma de decisiones de TRATAMIENTO SELECTIVO en MC basadas en la diferenciación de mastitis GP de mastitis no GP, pero no reemplaza al Laboratorio de diagnóstico habitual : “CULTIVO para DIAGNOSTICAR”. 
No debe implementarse ningún sistema de prueba rápida en rebaños que presentan Mycoplasma spp., Prototheca spp, o Trueperella pyogenes como patógenos causantes de mastitis.
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