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RESUMEN

El objetivo del estudio fue caracterizar los pardmetros bacterianos, citologicos y de pH
en la leche de perras lactantes que sirvan como indicadores de mastitis subclinica y
analizar su relacion con la presencia de diarreas en neonatos. Esto se determind
extrayendo leche de cada glandula mamaria en estado productivo (entre 0.4 y 4 ml),
realizando la evaluacion de los parametros pH y citologia (conteo de células somaticas),
determinacion del tipo de bacterias gram en todas las muestras y cuantificacion de
unidades formadoras de colonias (UFC) bacteriolégicas de la leche de mamas
consideradas positivas a mastitis subclinica. Asi mismo se registrd las camadas que
presenten o no diarreas, estableciendo su relacion con la presencia de mastitis
subclinica. El objetivo del trabajo de investigacion fue describir las caracteristicas de la
leche en mastitis subclinica en perras lactantes de criaderos en Lima, ademéas demostrar
que existe una relacion directa entre la mastitis subclinica y la presencia de diarreas en
caninos neonatos.

Los resultados revelan mayor proporcién de mastitis subclinica bajo las siguientes
condiciones: cuando el pH se acerca mas a un valor alcalino, cuando hay mayor
cantidad de unidades formadoras de colonias (UFC) y cuando hay mayor cantidad de
células polimorfonucleares en las muestras de leche de la glandula mamaria,

evidenciando que existe relacion entre mastitis y diarreas en neonatos.

Palabras clave: Mastitis subclinica, citologia, diarrea, neonatos.



ABSTRACT

The objective of this study was to characterize the bacterial, cytological and pH
parameters in milk that serve as indicators of subclinical mastitis in lactating bitches and
to analyze their relationship with the presence of diarrhea in neonates. This will be
determined by extracting between 0.4 to 4 ml of milk from each mammary gland in a
productive state, evaluating the pH and cytology parameters (somatic cell count),
determining the type of gram bacteria in all breasts, and quantifying units. forming
bacteriological colonies in breast milk considered positive for subclinical mastitis.
Likewise, litters with or without diarrhea will be recorded, establishing their
relationship with the presence of subclinical mastitis. What is expected from this work
is to describe the characteristics of milk in subclinical mastitis in lactating bitches from
kennels in Lima to determine objective parameters as diagnostic tools through milk
analysis, taking as reference the opinions of specialists not valued or reported, so there
is great subjectivity in the diagnosis; also demonstrate that there is a direct relationship
between subclinical mastitis with the presence of diarrhea in newborns. These results
will reveal the parameters for diagnosing subclinical mastitis, the methodology and the
need to carry out pH, cytological, and microbiological controls in milk as a routine in

lactating bitches even without presenting obvious signs.

Key words: Subclinical mastitis, cytology, diarrhea, neonates.



INTRODUCCION

La mastitis canina es una de las principales enfermedades en perras lactantes, esta
enfermedad ocurre entre el dia 6 y 10 durante el periodo del post parto (Ververidis et
al., 2007), es considerada una emergencia porque afecta a la madre y a la camada
completa, las perras en periodo de lactancia son naturalmente propensas a desarrollar
mastitis, debido a que los cachorros sobre estimulan la capa epidérmica de los pezones
durante su alimentacién facilitando la colonizacion bacteriana de las glandulas (Vasiu et
al., 2021). La mastitis canina tiene una prevalencia del 56.25% (Muhammad et al.,

2020).

Varias bacterias son agentes etiolégicos de la mastitis como Staphylococcus spp,
Streptococcus spp y Escherichia coli. Entre los sintomas de la mastitis clinica se
encuentra secrecion mamaria anormal, agrandamiento, dolor y calor en la glandula

mamaria con signos sistémicos como fiebre y letargia (Ververidis et al., 2007).

Existen cuatro presentaciones de la mastitis canina: la mastitis aguda, mastitis
gangrenosa, mastitis cronica y mastitis subclinica (Vasiu et al., 2018), entre los factores
de riesgo se encuentran principalmente: condiciones poco higiénicas, traumas e
infecciones sistémicas; ademas se conoce que la ruta mas comun de infeccién es por el
ascenso de microorganismos desde el pezén, mientras las lesiones como traumas y vias
hematogenas son las menos frecuentes, ademas es importante resaltar que la mastitis
subclinica es comunmente ignorada y pasada por alto en el momento del diagnostico

(Kaszak et al., 2018).



La mastitis subclinica es una inflamacion en la gldndula mamaria que puede abarcar una
sola glandula, multiples glandulas o ambas cadenas mamaria, cada pezon tiene un
orificio que tiene contacto con el exterior haciéndolo propenso a contraer infecciones
por contaminacion bacteriana (Cheryl Lopate, 2012).

La mastitis subclinica se presenta en el 41.5% de los casos, de acuerdo a un estudio
realizado en 400 perras lactantes en el Estado Indio de Punjab (Muhammad et al.,
2020). La mastitis subclinica es una enfermedad de dificil diagndstico por la ausencia
de signos clinicos, puesto que, la gldndula mamaria y la secrecion de la misma se
mantiene sin cambios, sin embargo, es el tipo de mastitis que se presenta de forma mas
frecuente, a veces el Unico indicio es en la camada, que muestra un progreso lento,
ganancia de peso limitada y signos del sindrome de leche toxica, durante la mastitis
subclinica la glandula mamaria se mantiene sin cambios observables (Kaszak et al.,
2018). Adicionalmente, otros estudios reportan que el analisis de la muestra de leche en
casos de mastitis subclinica, indican que el pH se alcaliniza y hay un incremento en el
namero de células sométicas como neutréfilos, células espumosas y macrofagos,
ademas las evaluaciones bacteriol6gicas hay presencia de bacterias gram positivas y
negativas, la mastitis subclinica muchas veces evoluciona a mastitis clinica la cual
representa una amenaza tanto para la madre como para los cachorros (Vasiu et al.,

2018).

En caninos, la evaluacién de las glandulas mamarias durante la lactacién no recibe la
atencion suficiente, siendo las alteraciones en estas muchas veces la causa de la muerte
de los neonatos, asimismo se menciona que la presencia de infecciones mamarias suele

aparecer después del parto por la baja respuesta inmunoldgica caracteristica de la



gestacion y lactancia (Lloyd et al.,1983). La inmunosupresion que se da en la gestacion
se explica por la progesterona que favorece la secrecion de citocinas por los linfocitos
T, al mismo tiempo impide la activacion del NF-kB que es un grupo de proteinas que
son inductores de inflamacidn, con el proposito de evitar el rechazo de la placenta por

parte de la madre y garantizar la supervivencia de los fetos (Barrera et al.,2007).

Las enfermedades que pueden presentar la camada y que estan relacionadas a la mastitis
clinica y subclinica se tiene: septicemia neonatal, sindrome del cachorro débil y leche
toxica (Schéfer-Somi et al., 2003). En este contexto, el objetivo del estudio fue
establecer una metodologia de diagndstico temprano de mastitis subclinica con el
proposito de mejorar la salud materna durante la lactancia, ademés de reducir la
mortalidad en el periodo neonatal que es del 5% al 20% alrededor del mundo (Russi,
2021).

Este trabajo tiene como principal objetivo evaluar la relacion de mastitis subclinicas y
diarreas en neonatos a través de pruebas diagnosticas como citologia de leche,

evaluacion microbioldgica y evaluacion de pH.



MATERIALES Y METODOS

1. Lugar de Estudio:
El estudio se realizd en 35 criaderos localizados en Lima Metropolitana. Las
muestras fueron procesadas en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de

Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Peruana Cayetano Heredia.

2. Tipo de Estudio:

La investigacién corresponde a un estudio observacional, descriptivo, de corte
transversal y analitico.

Es observacional porque no se manipularon las variables, los datos han sido
obtenidos a través de la observacion de los hechos en la naturaleza. Es descriptivo
porque presenta la informacion utilizando medidas de resumen. Es transversal
debido a que la recoleccion de datos se realiz6 en un intervalo determinado. Es
analitico porque se buscé determinar la asociacion entre las variables utilizadas para

agrupar los resultados con la variable de estudios (presencia de diarreas).

3. Poblacion objetivo y tamafio de muestra
La poblacion de estudio fueron perras en lactancia con neonatos de criaderos de
Lima metropolitana. EI tamafio muestral fue de 34 perras basandonos en el trabajo
similar realizado por Dziecio et al. (2006), obtenidas de criaderos de perros de raza
de Lima Metropolitana, que fueron seleccionadas por muestreo por conveniencia,

segun se presentaban los casos, hasta completar el tamafio de muestra definido.
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4. Criterios de inclusion y exclusion:

- Las perras consideradas en el estudio estaban en etapa de lactacion a partir del
cuarto dia de lactancia (etapa post calostral) que pertenezcan a criaderos de Lima

Metropolitana.

- Solo se consideraron perras de criadero.

- No se consideraron perras con produccion lactea por falsa prefiez o como efecto

secundario por ingesta de farmacos.

- No se consideraron en el estudio perras con mastitis clinica, perras que estaban

con alteraciones organolépticas de la leche o signos generalizados de enfermedad

5. Recoleccion y procesamiento de muestras
5.1.  Extraccion de leche: La extraccion de leche se tomé de forma manual de
cada mama funcional, previa desinfeccion del area con alcohol al 70%. Se

extrajo una cantidad de muestra de leche por mama entre 0.4 a4 ml.

5.2.  Transporte de leche: La leche se coloc6 en crioviales de 2.5 ml y fue

almacenada y transportada en una caja isotérmica a 4°C con hielo seco.

5.3.  Analisis de acidez: Se comprobo la textura, olor, color propio de la leche, se

realizé la evaluacién de pH con papel tornasol (Vasiu et al., 2015).

11



5.4.

5.5.

pH

alto >7

medio 6-7

bajo <6
T

Tabla 1: Clasificacion del nivel de pH en leche (Vasiu et al., 2019)

Anélisis citoldgico/tincidon: Se colectdé con micropipeta 10 microlitros de
leche y se realizd un frotis en la ldmina portaobjetos (Schultz-Pernice., et al
2021), la leche extendida fue tefiida con Diff Quick, para ser vista en el
microscopio a 200x con aceite de inmersion, haciendo un barrido total de
ldmina, siguiendo un patron de arriba a abajo y de izquierda a derecha

contabilizando los polimorfonucleares.

PMN
> 10
alto
] >5-10
medio
bajo <4

Tabla 2: Clasificacion de cantidad de polimorfonucleares (Scott et al., 2017).
Analisis microbiolégico: Se realizd andlisis microbioldgico a cada muestra
con tincidon gram para determinar el tipo de bacteria presente

(Vasiu et al., 2015).

12



UFC

Grado bajo 4-100
Grado medio 101-500
Grado alto >500

Tabla 3: Clasificacion de crecimiento bacteriano en unidades formadoras de
colonias (Shafer-Somi et al.,2003).

Se tomé 1 microlitro de cada muestra de leche para ser cultivadas en agar
Sangre, con el objetivo de aislar Staphylococcus y Streptococcus spp. Y en
agar MacConkey de 24 a 72 horas en un medio aerébico con la atmdsfera
modificada (5%) a 37°C (Vasiu et al., 2019), para determinar la presencia de
bacterias mesofilas y coliformes (Fuentes et al., 2013).

Finalmente, se realiz6 el conteo de unidades formadoras de colonias en el
agar Sangre como se indica en la tabla 3 e identificacion del tipo de bacteria

segun forma y afinidad de la pared celular con tincion gram.

5.6. Evaluacion de heces en neonatos:
Para diagnosticar diarreas en recién nacidos se evalud la parte externa del
recto porque las heces de consistencia liquida se quedan adheridas al pelo de
las zonas adyacentes al ano, ademas con un termémetro se estimul6 la salida
de heces para evaluar la consistencia de la misma tomando como referencia
la escala de Bristol, los neonatos que presentaron heces tipo 6 y 7 se

consideraron positivos a diarrea (Minguez y Benages,2009). Este
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procedimiento se repitié una vez por semana durante 3 semanas.

Escala de Bristol

Tipo 1 Heces en bolas duras y separadas.

Tipo 2 Heces con forma alargada con relieve de bolas unidas.
Tipo 3 Heces con forma alargada con grietas en la superficie.
Tipo 4 Heces con forma alargada, lisa y blanda.

Tipo 5 Heces blandas, trozos separados con bordes definidos.
Tipo 6 Heces blandas, con bordes pegados.

Tipo 7 Heces liquidas sin partes solidas.

Tabla 4. Clasificacion de heces por la escala Bristol (Minguez y Benages,2009).

6. Plan de analisis de datos:
Se uso la prueba de Chi cuadrado para determinar la relacion entre la presencia o
ausencia de mastitis subclinica, con la presencia o ausencia de diarreas en uno 0 mas
neonatos de la camada. Los resultados se resumieron en cuadros de frecuencia

utilizando frecuencias absolutas y relativas.

7. Consideraciones éticas

El estudio fue aprobado por el Comité Institucional de Etica para el uso de Animales

mediante Constancia N° 206903.
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RESULTADOS

Se tomaron un total de 102 muestras de 34 perras de diferentes razas en Lima
Metropolitana. La proporcion de animales con diarrea fue similar en las dos primeras
semanas teniendo un valor de 61.8% Yy en la tercera fue de 67.6%. No se evidencid

diferencia significativa en la presencia de diarreas con el transcurso de las semanas.

La mayor proporcion de animales con diarrea se present6é cuando el pH de la leche era
medio. Esto se observo en las tres semanas de estudio (ver cuadro 1). Respecto a la
UFC y su relacion con la presencia de diarrea en la camada, esta se presenté con mayor
frecuencia cuando la UFC fue de nivel medio, como se observo en las tres semanas de

estudio. (Ver cuadro 2).

En cuanto a la cantidad de PMN en leche y su relacion con la presencia de diarrea en la
camada, esta se presentd con mayor frecuencia cuando fue media la cantidad de PMN.

(Ver cuadro 3).

En referencia a la identificacion microbioldgica, los estreptococos, staphylococcus,
cocos Yy bacilos aislados en los cultivos bacterianos de leche, no hubo diferencia en la
frecuencia de presentacion de diarrea en todas las semanas del estudio. El detalle de

estas dos variables se presenta en el cuadro 4,5,6y 7..

Las diarreas en camadas se presentaron con mayor frecuencia cuando se tuvo agares que

con hemolisis, lo cual indica presencia de Staphylococcus aureus (Cerquetella et al.,
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2020).

En algunos agares de cultivo hubo presencia de swarming que es un desplazamiento en
medios de cultivo sélido que forma una pelicula por encima del agar evitando el
crecimiento de otras unidades formadoras de colonias (Muhammad et al.,2020), los
agares que presentaron swarming positivo, fueron los que presentaron mayor frecuencia

de diarreas en la camada.
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Cuadro 1. Distribucion de los animales con diarrea segun el pH de la leche de perras

lactantes en criadero de Lima Metropolitana, afio 2022.

Semana | Semana Il Semana Il
Animales con Animales con Animales con
P Nro. diarrea Nro. diarrea Nro. diarrea
n % n % n %
Bajo 10 4 40 7 2 28.5 6 3 50
Medio 24 17 70.8 25 19 76 28 20 71.4
Total 34 21 61.7 32 21 65.6 34 23 67.6

Cuadro 2. Distribucién de los animales con diarrea segun la cantidad de UFC de la leche

de perras lactantes en criadero de Lima Metropolitana, afio 2022.

Semana | Semana Il Semana Il

Animales con Animales con Animales con

UFC
Nro. diarrea Nro. diarrea Nro. diarrea
n % n % n %

Bajo 26 13 50 21 7 33.3 17 6 35.2
Medio 8 8 100 13 13 100 15 15 100
Total 34 21 61.8 34 20 58.8 32 30 93.75
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Cuadro 3. Distribucion de los animales con diarrea segun la cantidad de
polimorfonucleares (PMN) en leche de perras lactantes en criadero de Lima

Metropolitana, afio 2022.

Semana | Semana Il Semana Il
Animales con Animales con Animales con
PMN
Nro. diarrea Nro. diarrea Nro. diarrea
n % n % n %
Bajo 24 12 50.0 17 5 29.4 15 5 33.3
Medio 10 9 90.0 17 16 94.1 19 18 94.7

Total 34 21 618 34 21 618 34 23 67.6

Cuadro 4. Distribucion de los animales con diarrea segun el aislamiento de streptococcus

sp en leche de perras lactantes en criaderos de Lima Metropolitana, afio 2022.

Semana | Semana Il Semana Il
Animales con Animales con Animales con
Estreptococos
Nro. diarrea Nro. diarrea Nro. diarrea

n % n % n %
Negativo 25 12 48 27 14 51.9 26 15 57.7
Positivo 9 9 100 7 7 100 8 8 100

Total 34 21 61.7 34 21 61.7 34 23  67.6

18



Cuadro 5. Distribucién de los animales con diarrea segin el aislamiento de

staphylococcus sp en la leche de perras lactantes en criaderos de Lima Metropolitana, afio

2022.
Semana | Semana Il Semana Il
Animales Animales con Animales con
Staphylococcus
Nro. con diarrea Nro. diarrea Nro. diarrea
n % n % n %
Positivo 34 21 61.8 34 21 61.8 34 23 67.6
Total 34 21 61.8 34 21 61.8 34 23 67.6

Cuadro 6. Distribucion de los animales con diarrea segun el aislamiento de cocos en la

leche de perras lactantes en criaderos de Lima Metropolitana, afio 2022.

Semana | Semana |l Semana Il
Animales con Animales con Animales con
Cocos
Nro. diarrea Nro. diarrea Nro. diarrea
n % n % n %

Negativo 26 13 50 28 16 57.1 27 17 63

Positivo 8 8 100 6 5 83.3 7 6 85.7

Total 34 21 61.7 34 21 61.7 34 23 67.6
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Cuadro 7. Distribucion de los animales con diarrea segun el aislamiento de bacilos en la

leche de perras lactantes en criaderos de Lima Metropolitana, afio 2022.

Semana | Semana |l Semana Il
Animales con Animales con Animales con
Bacilos
Nro. diarrea Nro. diarrea Nro. diarrea
n % n % n %
Negativo 22 11 50 21 9 429 20 10 50
Positivo 12 10 83.3 13 12 92.3 14 13 92.9

Total 34 21 61.7 34 21 61.7 34 23 67.6
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DISCUSION

El presente estudio buscd definir indicadores de mastitis subclinica, como pH, unidades
formadoras de colonias (UFC), tipo de bacteria y cantidad de células inflamatorias en

leche, con el propoésito de encontrar un diagndstico temprano.

Las perras que presentaron pH levemente alcalino tuvieron diarrea en sus camadas,
evidenciando que si el pH tiende a aumentar también lo harén las diarreas en los recién
nacidos, esto se debe que los neonatos tienen un pH géastrico de 3 que no es lo
suficientemente acido para ejercer proteccion contra microorganismos exdgenos Yy
toxinas (Rodriguez y Alfaro, 2010). Evaluaciones previas de pH demostraron que las

hembras saludables tienen el pH hasta de 6.3 en promedio (Vasiu et al., 2015).

De las muestras evaluadas para el conteo de unidades formadoras de colonias, todas las
que presentaron crecimiento medio (101-500 UFC) tuvieron diarrea en las camadas. Las
enfermedades infecciosas bacterianas son la segunda causa de muertes neonatales
después de los problemas de manejo (Arus et al, 2013). Entre las bacterias aisladas se
encontraron gram positivas y negativas, pudiéndose identificar por su potencial para
causar enfermedades gastricas: bacilos gram negativos y estreptococos gram positivos,
lo cual coincide con el estudio retrospectivo del estado bacterioldgico de leche canina y

septicemia en neonatos (Shafer-Somi et al., 2003).

Algunos agares sangre presentaron hemolisis alrededor de la unidad formadora de
colonia, la hemdlisis es caracteristica del Staphylococcus aureus y Micrococcus entre
otras bacterias gram positivas. Staphylococcus aureus tiene como caracteristica causar

alteraciones en la microbiota del tracto digestivo (Cerquetella et al., 2020).
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Un hallazgo importante encontrado en el agar MacConkey fue el swarming,
caracteristico de bacilos del género proteus, también lo causan otros bacilos gram
negativos como el chromobacterium, pseudomonas, Vibrio parahaemolyticus, yersinia,
Escherichia coli, fusobacterium, clostridium (Werner et al., 2020) que también son
causantes de colitis, fiebre, letargia y anorexia (Crosse et al., 2006). La pseudomona
también causa swarming, pero sus érganos blancos suelen ser el pabellén externo del

oido y vias urinarias.

La citologia de leche sirvié para contabilizar polimorfonucleares, sin embargo, se tuvo
que modificar la metodologia propuesta en un principio, porque la leche al tener mucha
cantidad de grasa no es apta para ser vista en la cAmara de Neubauer, por lo tanto, se
utilizé la metodologia de frotis para ver la cantidad de células inflamatorias presentes
por campo realizando un barrido total de la ldmina, esta metodologia se basé en el

diagnostico de mastitis clinica por otros profesionales.

En las ldminas que presentaron media cantidad de polimorfonucleares como neutrofilos
en mas del 90% de los casos en las 3 semanas evaluadas hubo presencia de diarrea en

las camadas.

Las diarreas en camadas se presentaron con mayor frecuencia cuando se tuvo agares que
con hemolisis, lo cual indica presencia de Staphylococcus aureus.

En algunos agares de cultivo hubo presencia de swarming que es un desplazamiento en
medios de cultivo solido que forma una pelicula por encima del agar evitando el

crecimiento de otras unidades formadoras de colonias. Con respecto a los agares que
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presentaron swarming positivo, en ellos se observo una mayor frecuencia de diarreas en

la camada.

CONCLUSIONES

Teniendo en cuenta lo encontrado en el presente estudio se concluye lo siguiente:

e En el estudio se identificaron més de 4 unidades formadoras de colonias en
perras con mastitis subclinicas.

e Las perras que presentaron pH entre 6 y 7 en la leche mamaria tuvieron camadas
con mayor presencia de diarreas.

e Existe relacidn entre mastitis subclinica y diarreas en recién nacidos.

e Es importante realizar evaluaciones semanalmente en la leche de las perras sobre
todo las primeras 3 semanas de vida, porque ello ayudaria a diagnosticar
rapidamente esta enfermedad y evitar impactos negativos en la salud de la madre

y de los cachorros.
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