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Resumen

Staphylococcus aureus es uno de los principales agentes aislados en infecciones de la glandula mamaria
en bovinos y se caracteriza por su bajo porcentaje de curacidn. El objetivo de este estudio fue identificar
la prevalencia y resistencia antimicrobiana de S. aureus en vacas con mastitis de tres estratos lecheros
del cantdn Mejia.1105 vacas en produccién fueron sometidas a la prueba California Mastitis Test (CMT)
provenientes de 6 parroquias del cantdn Mejia, y distribuidas en los tres estratos diferentes. Se tomaron
en total 125 muestras que presentaban mastitis bovina, para ser analizadas en laboratorio, las cuales
fueron cultivadas en agar Baird Parker, para el aislamiento del patégeno y para confirmar la presencia
de S. aureus, se empled pruebas bioquimicas tradicionales y un kit que identifica género y especie de
bacterias Gram positivas. Finalmente, se empled la técnica Kirby-Bauer para determinar la resistencia
antimicrobiana. Los resultados de las pruebas bioquimicas confirmaron 41/125 (32.8%) de muestras
positivas a S. aureus. La prevalencia por estrato lechero fueron 66.66%, 32.69% y 21.82% en las fincas
pequefias, grandes y medianas respectivamente. Se evalué las buenas practicas de ordefio, mostrando
como problematica principal al personal capacitado en salud y cuidado de la ubre. El resultado general
de resistencia antimicrobiana en los tres estratos, fue presentado por la resistencia mas elevada a
penicilina con 39.02%, seguido de tetraciclina 21.95% y clindamicina, gentamicina, bacitracina, con un
porcentaje similar de resistencia del 17.07% y sensibilidad del 97.56% con Ciprofloxacina, seguidos de
95.12% Linezolid, 92.68% Neomicina, 90.24% Cefoxitin, y 87.80% Trimetoprim/sulfametoxazol. La
multiresistencia (RAM) se presentd en el 19.5% del total de las muestras positivas a S. aureus, de los
individuos multiresistentes en su totalidad resistencia a la penicilina, seguido de bacitracinay
tetraciclina. En conclusidn, este estudio demuestra la necesidad de establecer nuevas terapias

antibidticas para los casos de mastitis en la zona muestreada, para evitar casos de multiresistencia.

Palabras clave: mastitis bovina, resistencia antimicrobiana, S. aureus, Ecuador
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Abstract

Staphylococcus aureus is one of the main isolated agents in infections of the mammary gland in cattle
and is characterized by its low cure rate. The objective of this study was to identify the prevalence and
antimicrobial resistance of S. aureus in cows with mastitis from three dairy strata of the Mejia canton.
1105 cows in production were subjected to the California Mastitis Test (CMT), coming from 6 parishes of
the Mejia cantdn, and distributed in the three different strata. A total of 125 samples showing bovine
mastitis were taken to be analyzed in the laboratory, which were cultured on Baird Parker agar, for the
isolation of the pathogen and for confirmation, traditional biochemical tests and a kit that identifies the
genus and species of bacteria was used. Gram positive. Finally, the Kirby-Bauer technique was used to
determine antimicrobial resistance. The results of the biochemical tests confirmed 41/125 (32.8%) of
samples positive to S. aureus. The prevalences by milk stratum were 66.66%, 32.69% and 21.82% in the
small, large and medium farms respectively. Good milking practices were evaluated, showing personnel
trained in health and udder care as the main problem. The general result of antimicrobial resistance in
the three strata was presented by the highest resistance to penicillin 39.02%, followed by tetracycline
21.95% and clindamycin, gentamicin, bacitracin, with a similar percentage of resistance with 17.07%.
multi-resistance was presented in 19.5% of the samples positive to S. aureus, of the multi-resistant
individuals in its totality resistance to penicillin, followed by bacitracin and tetracycline. In conclusion,
this study demonstrates the need to establish new antibiotic therapies for mastitis cases in the sampled

area.

Key words: mastitis, antimicrobial resistance, S. aureus, Ecuador.
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Capitulo |

Introduccion

Antecedentes

La mastitis es la inflamacidn de la glandula mamaria, que va de la mano de un aumento
en el conteo de células somatica (CCS), ya que las células somaticas son la presencia de gldbulos
blancos en respuesta a una agresidén causada por microorganismos patégenos (Hoque et al.,
2018). Esta enfermedad se clasifica en mastitis subclinica y mastitis clinica, esto segun el grado
de infeccidn y lesiones locales visibles e implicaciones sistémicas en la vaca, en varios estudios
se han identificado mas de 140 especie de patdgenos, Staphylococcus aureus es uno de los
principales agentes aislados de casos de mastitis bovina y se caracteriza por tener un bajo
porcentaje de curacion respecto a otros patdgenos causantes de mastitis (Aslantas et al., 2016).
La resistencia microbiana es la principal explicacion a este fendmeno, ocasionado por el uso
indiscriminado de antibidticos o por no contar con el criterio de un técnico responsable

(Fernandez et al., 2012).

La reduccién del 70 a 80% de la productividad es asociada a mastitis subclinicas,
mientras que la mastitis clinica ocasiona reducciones del 20 a 30% (Philpot et al., 2002). Por otra
parte, el uso de medicamentos para el tratamiento de la mastitis aumenta los costos de
produccién en las ganaderias. Para un control efectivo de la enfermedad se administra un

antibiodtico parenteral, a mas de un antibidtico intramamario (Conlago, 2013).

En el estudio realizado por Barkema, (2010), denotan que los factores que influyen en la
curacién de la mastitis causado por S. aureus, dependen de la cepa de la bacteria, de los

tratamientos utilizados, y del individuo (Bos taurus). Por otro lado la probabilidad de curacién
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disminuye cuando aumenta, la edad de la vaca, el recuento de células somaticas, duracion de la
infeccidn, el recuento de colonias de bacterias en la leche antes del tratamiento y el nimero de

cuartos infectados (Barkema et al., 2010).

En Argentina en 1998 fueron investigadas alrededor de 206 cepas de Staphylococcus
aureus aisladas de mastitis clinica y subclinica, para observar su susceptibilidad in vitro a varios
agentes antimicrobianos, en este estudio se valord los siguientes compuestos: penicilina,
oxacilina, gentamicina, eritromicina, clindamicina y ampicilina, sulfato de ampicilina, mostrando
como resultado que S. aureus, mostro una alta resistencia a la penicilina, seguido de:

eritromicina, penicilina y gentamicina (Gentilini et al., 2000).

En el 2018 se realizé un estudio en Bangladesh, se selecciond 175 vacas al azar de las
cuales 50 presentaron mastitis. La mastitis ocasionada por Staphylococcus aureus represento en
un 74.0%. El patdgeno se asocid a los cuartos traseros derechos (Hoque et al. 2018). Se
realizaron pruebas de susceptibilidad antimicrobiana, y se demostré que el 79,3% de las cepas
de Staphylococcus aureus fueron resistentes por lo menos un antibidtico, 49% presentaron
resistencia a dos o mas antibidticos probados en el antibiograma. Entre los antibidticos a los
cuales presentd mayor resistencia fueron oxitetraciclina, meticilina y sensibilidad a ceftriaxona 'y
azitromicina. Es preocupante la alta prevalencia de S. aureus en la industria lactea, ya que las
cepas de este patdgeno, van tomando resistencia a los antimicrobianos comerciales disponibles

(Hoque et al., 2018).

En Ecuador, se realizé un estudio en 4 fincas de la provincia de Bolivar, en el que se
aislaron 68 patégenos causantes de la mastitis en los cuales se distingue Staphylococcus aureus,

como mas frecuente agente patdgeno, estos patégenos fueron resistentes a penicilinay
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ampicilina, Staphylococcus aureus, Staphylococcus spp, Enterobacter spp., Streptococcus spp.

son sensibles a bacitracina, oxitetraciclina y neomicina (Andrade, 2018).

Justificacion

En Ecuador y a nivel mundial la antibioresistencia representa una problematica en la
salud publica, consecuencia de aplicar incorrectamente la terapia antibidtica para erradicar la
mastitis, sin identificar el agente causal de esta infeccién y posteriormente realizar pruebas de
sensibilidad microbiana. Staphylococcus aureus es el agente causal mas comun de la mastitis
bovina, patégeno de facil transmisidon en el ordefo y de dificil control y prevencién, también
tiene la capacidad de causar infecciones crdnicas, por sus factores de virulencia que lo

distinguen de otros patogenos.

En el pais son escasos los estudios realizados a la resistencia antibidtica que presenta este
patégeno de gran importancia en la ganaderia de leche, Calvinho, 2013 menciona que algunas
estructuras virulentas de Staphylococcus aureus como las proteinas de la superficie de la
bacteria y de CPs (polisacaridos capsulares), que le otorgan propiedades antifagociticas y su
capacidad de encapsularse y se adhiere a la pared del tejido del hospedero e impiden que el
sistema inmune reconozca la bacteria y la elimine, por esta razén se originan los S. aureus

multiresistentes por aplicacién poco eficiente e indiscriminada de antibidticos.

Problema

La mastitis es una enfermedad infecciosa comun y considerada como la mas costosa a
nivel de produccién de leche, ya que afecta al ganado bovino en un 80% a nivel mundial. Esta
enfermedad aqueja a muchos de los productores ganaderos, ya que se considera que

representa un 70% de los gastos, resultando una perdida representativa cada afio. Su control en
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el animal implica tener conocimientos en la edad del animal, localizacion de la infeccidon (cuartos
traseros o delanteros) y tipo de mastitis haciendo énfasis al microorganismo causal en especial

cuando se trata de S. aureus (Bedolla, 2007).

S. aureus se encuentra en una proporcidon mayor al 50% a comparacién de otras
bacterias causantes de la mastitis en bovinos; siendo esta bacteria considerada la mas dificil de
diagnosticar debido a que se encuentra mayoritariamente en la mastitis subclinica sumando a
un bajo porcentaje de curacién debido a su resistencia a los antimicrobianos (Taponen, 2009).
Ademas, el uso indiscriminado de antimicrobianos en animales a fin de controlar infecciones
bacterianas como es el caso de la mastitis, ha generado residualidad de los antibiéticos en
productos de consumo humano y animal, los cuales afectan de forma directa el

comportamiento inmunoldgico de los mismos.

Causas

La resistencia antimicrobiana de Staphylococcus aureus originada por el uso inapropiado
de los antimicrobianos causada por:

La aplicacidon incorrecta de tratamientos antibidticos por parte de los profesionales a

cargo y en los casos de productores pequefios la aplicacion empirica.

La aplicacidon antibidticos sin conocer el agente causal de la infeccidon y menos aun
identificando la sensibilidad microbiana del patdgeno a los antibidticos que mas se emplean en

el sector lechero.

Falta de seguimiento de las infecciones, para evitar casos crénicos a futuro.
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Efectos
La bioresistencia representa una amenaza para la salud publica, tanto de los individuos
infectados, operarios en el ordefio y los profesionales de la salud involucrados en el entorno.
La eficacia de tratamientos de prevencion y erradicacion de la infeccion se verian

reducidas.

Prolongacién en el tiempo de tratamiento y eleva la posibilidad de descarte del
individuo.
La atencidn sanitaria aumenta su costo, por la necesidad de pruebas mas especificas, la

utilizacién de fdrmacos mas costosos, profesionales especializados.

Los tratamientos antimicrobianos dependiendo de su manejo pueden dejar
residualidad que permanece como metabolito en la leche, tiene efectos nocivos para el

consumidor (Russi, 2008).

Objetivos

Objetivo General

Identificar la resistencia antibiética de Staphylococcus aureus, en vacas con mastitis de

tres estratos lecheros del cantén Mejia.

Objetivos Especificos

Aislar Staphylococcus aureus de vacas afectadas con mastitis clinica de tres estratos

lecheros del canton Mejia mediante el uso de Agares especificos.

Identificar la presencia de Staphylococcus aureus, mediante pruebas bioguimicas de

confirmacion.
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Determinar la prevalencia de S. aureus en los tres diferentes estratos del canton Mejia.

Identificar los aislados de Staphylococcus aureus que presenten multiresistencia.

Hipétesis

Hipdétesis nula

HO Las cepas de Staphylococcus aureus asiladas de glandula mamaria de vacas con
mastitis no presentan resistencia a los antibidticos recomendados por el CLSI y a los mas
utilizados por los productores: Penicilina, cefoxitin, gentamicina, clindamicina, bacitracina,

neomicina, eritromicina, tetraciclina, ciprofloxacina, trimetoprim/sulfametoxazol, linezolid.

Hipétesis alterna

H1 Las cepas de Staphylococcus aureus asiladas de glandula mamaria de vacas con
mastitis presentan resistencia a los antibidticos recomendados por el CLSI y a los mas utilizados
por los productores: Penicilina, cefoxitin, gentamicina, clindamicina, bacitracina, neomicina,

eritromicina, tetraciclina, ciprofloxacina, trimetoprim/sulfametoxazol, linezolid.



23

Capitulo I

Revision de literatura

Mastitis bovina

La mastitis es una de enfermedades mas importantes en el ambito productivo y
representa una de las causas de pérdidas econdmicas importantes para el productor ganadero
(San Martin et al., 2002). La mastitis afecta el bienestar animal y un gran impacto productivo,
debido a una produccién decreciente y deterioro de calidad en la leche (Pellegrino, 2011). Todo
esto debido que la mastitis se define como la inflamacion de las glandulas mamarias a una
agresion (Fernandez, 2012). Esta enfermedad, es reconocida cominmente por signos clinicos,
elementalmente por las anormalidades en la leche y la ubre. Los sintomas clinicos incluyen,
composicion y apariencia alterada (grumos) de la leche, fiebre, cuartos mamarios enrojecidos,
hinchados en cambio vacas con mastitis subclinica no muestran ninguna seiial obvia de la
enfermedad (Bedolla, 2007). La mastitis bovina puede clasificarse de acuerdo al grado de la
inflamacién y a las lesiones locales e implicaciones sistémicas en la vaca. En términos generales;

se clasifica en mastitis subclinica y mastitis clinica (Fernandez et al., 2012).

Etiologia

Los causantes de mastitis son agentes patégenos ambientales, contagiosos y
oportunistas. Los principales agentes etioldgicos son los Staphylococcus, Streptococcus
agalactiae, Staphylococcus aureus, Mycoplasma spp., coliformes, Pseudomonas spp. y
levaduras; siendo su principal via de entrada es el canal del pezdn. Se asevera que existen

alrededor de 140 patogenos causantes de mastitis (Alvarado, 2012).
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Agentes etioldgicos causantes de mastitis bovina

Mastitis causada por patégenos contagiosos. Este tipo de patégenos, se diseminan de
los cuartos infectados a los otros cuartos y de animal a animal, siendo el reservorio primario que
alberga al patégena la ubre o el animal infectado, las manos del ordefiador y equipo de ordefio
como (pezoneras) mal desinfectadas, pueden actuar también como fuente de infeccion. Estos
patdégenos son controlados a través del uso de précticas de manejo que utilizan la desinfeccién de
los pezones después de la ordeiia, terapia de la vaca seca, desecho, mantenimiento del equipo de

ordefo, y terapia antibidtica de las infecciones intramamaria (Fernandez et al., 2012).

Los patdgenos contagiosos de primera importancia incluyen al Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae, Corynebacterium spp. y Mycoplasma spp. Estos organismos se

transmiten de vaca a vaca (Gianneechini et al., 2014).

Mastitis causada por patogenos oportunistas. Estos patdgenos provenientes del
ambiente, puede colonizar la piel del pezdn, penetrar hasta los tejidos secretores y también

otros lugares del cuerpo del animal como el pelaje, la vagina y el canal de paso (Navarro, 2011).

Especies de bacterias que actlan en este tipo de infeccion son cominmente
estafilococos coagulasa negativos (ECN), su patogenicidad y la resistencia a tratamientos
antimicrobianos varian dependiendo de la especie de ECN, se investigan mediante técnicas de
diagnodstico molecular ( Zadoks & Schukken, 2006). Las especies mas comunes de ECN aisladas
de mastitis bovina son Staphylococcus chromogenes, Staphylococcus epidermis, Staphylococcus

hyicus y Staphylococcus simulans (Bonetto et al., 2014).

Las infecciones por ECN suelen ser leves o de tipo subclinico, se ha demostrado también

que pueden causar procesos mas graves y persistentes y provoca un aumento en el recuento de
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células somaticas y una disminucién en la calidad y produccién de la leche debido al dafio

causado al tejido mamario (Acuia et al., 2008).

Mastitis causada por patégenos ambientales. Estas bacterias se encuentran en el
medio ambiente, en las zonas de establos camas, pasturas, alimento, que representan la fuente
de infeccidn, por un inadecuado manejo de instalaciones, falta de higiene, camas humedas,
poco control de moscas, también mal manejo de la limpieza de las ubres antes del ordefio, y
presencia de heridas en estas zonas (Kruze, 2008). Los animales mds propensos a este tipo de
infeccidn son vacas secas y a vacas que se encuentran en la Gltima etapa de la gestacion (Smith
et al., 2005). En este tipo de infeccidn estan presentes los siguientes grupos de bacterias:

e Coliformes: Principalmente E. coliy Klebsiella spp.

e Streptococcus spp. ambientales: S. disgalactiae y S. uberis.

e Arcanobacterium pyogenes.

Tipos de Mastitis

Mastitis subclinica. Este tipo de mastitis estd presente mas en el ganado de leche,
conduce a pérdidas econdmicas por la reduccién de la produccion de leche y por el elevado conteo
de células somaticas en los tanques de leche (Schrick et al., 2001). Este tipo de mastitis se percibe
en una disminucion en el rendimiento de la cantidad de leche por ordefio dada por la presencia
de componentes inflamatorios y bacterias no tiene cambios fisicos visibles en la ubre ni en el
aspecto de la leche (Fernandez et al., 2012), se diferencia la mastitis subclinica por la presencia
de microorganismos y conjunto con el conteo de células somaticas. La mastitis subclinica es poco
detectado por los técnicos ya que necesita de pruebas de laboratorio, como la medicién del

conteo de células somaticas y el cultivo bacterioldgico (Schreiner, 2003).
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Mastitis clinica. Es el tipo de infeccidn mas visible ya que las anormalidades se
presentan en ubre o glandula mamaria y o en leche, partes y elementos que manifiestan una
irregularidad, cuya severidad va variando en el transcurso de la enfermedad (Gréhn et al., 2004).
Los cuartos afectados se observan enrojecidos, hinchados, y endurecidos al tacto, en la
sintomatologia produce dolor en el animal, fiebre depresién y anorexia y una baja produccién
de leche y su calidad disminuye debido a que hay presencia de grumos y coagulos con
consistencia acuosa (Barker et al., 1998). Los agentes causales son generalmente patégenos
como: estafilococos, estreptococos y coliformes, en un 70% de las muestras cultivadas. En los
controles de mastitis contagiosas, los casos mas numerosos son dados por Streptococcus
ambientales y coliformes. Las practicas de manejo en el ordefio como el sellado puede erradicar
la presencia de Streptococcus agalactiae y reducir la prevalencia del Staphylococcus aureus,
pero los patdgenos ambientales no se pueden controlar (Bedolla, 2007). En la Tabla 1 se

muestra la clasificacion de la mastitis clinica, en funcién del grado de severidad.



Tabla 1

Tipos de mastitis clinica, descripcion y signos visibles

Tipo mastitis .,
P Descripcion

Signos visibles

clinica Vaca ubre Leche
Etapa inicial del No se ven
cuadro clinico, . El cuarto cambios, pero se
. . No hay cambios
Subaguda sin alteraciones afectado puede reduce la
. observables. . .
visibles. estar inflamado. produccion.
Aparicion subita,
leche de
L Cuarto afectado
apariencia .
No hay cambios se muestra duro, Purulenta, como
Aguda anormal, .
o observables. rojo e suero y acuosa.
enrojecimiento, .
., inflamado.
tumefaccion.
., Muy enferma
Infeccion de la y L . .
puede morir, no Fibrosis Aguaday con
- ubre de larga . .
Crénica -, tiene mamaria, puede manchas de
duracién y leche S
coordinacién  perder el cuarto. sangre.
anormal.
muscular.

Adaptado de Andrade, (2018).

Patogenia

La infeccidn de la glandula mamaria siempre ocurre a través del conducto glandular.

Luego de la invasidn del agente infeccioso, sigue la infeccién y la inflamacién. La invasidn es la
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etapa en que los microorganismos pasan del exterior de la ubre al conducto glandular (Ruiz et

al., 2013). En la etapa de infeccidn, los gérmenes proliferan e invaden el tejido mamario

(Morales, 2011). El dafio causado al tejido crea una inflamacién y se produce la mastitis clinica.

Dependiendo de la severidad y la duracidn, en uno o varios de los cuartos de la ubre se puede

encontrar fibrosis, edema inflamatorio y atrofia del tejido mamario. Puede haber aumento

difuso de tejido conjuntivo. En casos graves puede haber gangrena o abscesos en el tejido
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glandular. La etapa terminal de la mastitis crénica es la atrofia de la glandula (Pedersen et al.,

2003).
Staphylococcus aureus

Se destaca como uno de los patdgenos méas importante agente infeccioso, causantes de la
mastitis, pertenece a la familia Staphylococcace (DATABIO, 2012). En griego "staphylo" que
quiere decir en racimo de uvas, su forma se asemeja a un coco, oscila entre 0,8 a 1,5 micras de
didmetro, aparecer en parejas, en cadenas 0 en racimos, es inmaévil, no forma esporas,
generalmente no capsulados, aunque en ocasiones pueden aparecer aislamientos con capsula,

dependiendo de la cepa de la bacteria (Taponen & Pyorala, 2009).

Este organismo rapidamente forma colonias en los canales de los pezones, especialmente
si existe lesion cerca de las puntas de las mismas, lo cual facilita su penetracion al interior de la
ubre y la invasion de los tejidos de la misma, ocasionando la formacion de un tejido, que obstruye
la penetracion de medicamentos en los lugares infectados (Hosseinzadeh, 2014). Staphylococcus
aureus son patdgenos contagiosos y son transmitidos por los tejidos infectados durante el proceso
de ordefio. Este patdgeno puede producir gangrena y afectar otros tejidos; sin embargo, no puede

sobrevivir grandes periodos en el medio ambiente (Taponen & Pyorala, 2009).

S. aureus netamente en su primera fase de infeccion cumple con colonizar, seguidamente
de expandirse en los tejidos del hospedero y la secrecidn de toxinas y enzimas; las adhesinas
estructuras patogénicas de la bacteria para mantenerse constante intracelularmente, debe evitar la
respuesta inmune del hospedero, este mecanismo que forma una red regulatoria de
reconocimiento por el sistema inmune, es deduciblemente la clave de la patogénesis de la
infeccidn, ocasionando cronicidad de la infeccion y esto permite la adaptacién del

microorganismos a cambios micro ambientales y su supervivencia. Por su capacidad de evadir el
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sistema inmune con sus estructuras, se explicaria que las vacas que no presentan mastitis ya

tienen presencia de S. aureus (C. Camussone et al., 2012).

Patogenicidad de Staphylococcus aureus

Las estructuras virulentas es lo que lo distingue a S. aureus, de otros patégenos y su
relacidn con la gravedad de la infeccion intramamaria (1IM), segliin Camussone & Calvinho,

(2013), las estructuras virulentas que intervienen en una (IIM) son:

Capsula (CPs). Estructura formada de la mezcla de polisacaridos que otorgan
propiedades antifagociticas por neutréfilos polimorfonucleares (PMN), es decir se adhieren con
facilidad a las células y evitan ser reconocidas por el sistema inmune del hospedero. La
presencia o formacién de CPs (polisacaridos capsulares) depende del serotipo o biotipo del
S. aureus, de 11 biotipos, los mas comunes los CPs5 y CPs8 aislados de bovinos y humanos
(Manjarrez et al., 2012). La tasa de infeccion patoldgica esta en pacientes con sistemas inmune
deprimidos.

Pared celular. Compuesta por el peptidoglicano mureina, puede presentar actividad

endotéxica, es decir, liberacién de toxinas cuando se lisa la pared celular.

Proteinas de superficie. Proteina A antifagociticas que impide que el sistema inmune la

reconozcay la elimine.

Toxinas. La alfa-toxina, produce inflamacién en las células, responsable de la septicemia,

citotdxica, que degrada las células, exfoliativas, leucocidina.

Enzimas. Proteasas, lipasas e hialuronidasas que destruyen tejidos. Estos productos

bacterianos pueden facilitar la diseminacion de la infeccidn a los tejidos adyacentes. La 8-
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lactamasa es una enzima que inactiva la penicilina y la coagulasa es un estimula la protrombina

que transforma el fibrinégeno en fibrina (Hurtado et al., 2002).

Métodos de diagndstico de mastitis

El método de diagndstico cumple un rol fundamental dentro de cualquier analisis de
mastitis en el hato ganadero, para lo cual se debe conocer los factores para conocer el tipo de
mastitis que cada individuo bovino puede presentar; para este fin existen diferentes métodos
gue se pueden realizar tanto en campo como en laboratorio, para de esta manera poder tratar
la infeccion (Morales, 2011). En la mastitis se puede realizar un monitoreo, para encontrar el
lugar o el tipo de infeccion para aplicar el tratamiento preciso como son las pruebas de campo,

laboratorio, en Tanque y bioquimicas (Acufia & Rivadeneira, 2008).

Pruebas fisicas

Son consideradas como un método de deteccidon de mastitis bovina econdmico y
practico, cuando la mastitis se encuentra en un estado avanzado, detecta solo la mastitis
subclinica. Dentro de estas pruebas se encuentran Prueba de Mastitis California (CMT), prueba
de palpacién, prueba de Wisconsin, prueba con papel indicador, prueba de fondo negro

(Bedolla, 2007).

Prueba de mastitis california (CMT). La prueba (CMT) se basa en el uso de un
detergente (lauril sulfato de sodio) y un indicador de pH, que, al ser agregado a una muestra de
leche, promueve la lisis celular, la liberacion de acido nucleico y la formacidn de una matriz
"similar a un gel". Cuando el recuento de células esta por encima de un cierto umbral (400.000
células/ml o mas) (CBMR, 2013). La interpretacion de la viscosidad de la muestra es subjetiva y

puede dar lugar a falsos positivos o negativos, dependiendo del nimero de células somaticas
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que se encuentren en la leche. La principal ventaja del CMT es una prueba rapido, econémica,

simple para la deteccion de infecciones subclinicas de cada cuarto de la ubre (Duarte & Bexiga,

2015).

Prueba de fondo obscuro. Consiste en la utilizacion de un recipiente de color negro u
oscuro (strip cup), en donde se toma los primeros chorros de leche o el despunte de cada
ordeno. Los coagulos, escamas, hilos, materia fibrosa, secreciones acuosas, o color anormal
indican anormalidades en la leche (Bedolla, 2007). Esta prueba ayuda a identificar la presencia

de mastitis clinica (Yanez, 2018).

Prueba de palpacidn o examen fisico de la ubre. Al examinar de manera fisica las ubres
de los bovinos, se puede apreciar, inflamacién de los cuartos con temperatura elevada a partir
de 39°C, dolor al tacto, muestra enrojecimiento, variabilidad del tamafio, presencia de tejido
cicatrizal, alteraciones de la piel y pezdn y lesiones traumaticas (Bolafios et al., 2012) En la zona
de transicién de la cisterna mamaria al canal del pezén pueden observarse estrechamientos
(aumento del grosor del epitelio) que originan trastornos en la emision de leche (Kleinschroth et

al., 1991).

Prueba del papel indicador. Comprueban las modificaciones del pH de la leche. Segun la
gravedad de la mastitis, el pH de la leche evoluciona de normal (6.6) a alcalino. Se utiliza cunado
las alteraciones son visibles (Acuiia et al., 2008). Esta prueba solo tiene un 50% de efectividad

(Bedolla, 2007).

Pruebas en tanque o recuento de células somaticas del tanque (RCS-T). Esta prueba
genera un indicador de mastitis a nivel del hato, ya que se realiza esta practica en el tanque de

leche. Se asocia un alto conteo de células somaticas con cuartos infectados y perdida en la
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produccién de leche, el indicador de la ausencia de la infeccidon o de mastitis es de menos

200.000 por ml (CCS/ml= Conteo de células somaticas por mililitros) (Andrade, 2018).

Pruebas bioquimicas

Las pruebas bioquimicas mediante una reaccidon determinada, resultado de la aplicacién
de test quimicos aplicados a medios bioldgicos, inoculados con colonias aisladas, que nos
permite identificar la presencia de distintos microorganismos, especificamente bacterias (Acufia

& Rivadeneira, 2008).

Pruebas bioquimicas de bacterias Gram positivas

Tincién Gram. Es una técnica diferencial empleado que permite diferenciar
microorganismos como bacterias seguin sus caracteristicas morfolégicas en dos grandes grupos.
Se llama bacterias Gram positivas a aquellas que retienen la tincién azul-violeta, y se denomina
bacterias Gram negativas a las que se decoloran y después se tifien con safranina. Esta
diferencia de tinciones se debe a la estructura de las paredes celulares de ambos tipos de
bacterias. Las bacterias Gram positivas tienen una pared gruesa compuesta de peptidoglicano y
polimeros, e impermeable, que hace que resista la decoloracién. En cambio, las bacterias Gram
negativas tienen una capa delgada de peptidoglicano mas una bicapa de lipoproteinas que se
puede deshacer con la decoloracidn.

Prueba de la coagulasa. Esta prueba consiste en confirmar si la bacteria analizada
contiene la enzima coagulasa o no, también determina la capacidad de la bacteria de coagular el
plasma, por accion de la coagulasa. Esta prueba es muy utilizada, para identificar la presencia de
Staphylococcus. Al obtener resultados positivos con la aplicacién de la prueba de coagulasa, se

asegura que se trata de Staphylococcus aureus (Seija, 2002). Esta prueba tiene como objetivo,
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separar S. aureus, que posee coagulasa, de las otras especies de estafilococos (Galeano, 2017).

S. aureus posee dos tipos de coagulasa:

e Endocoagulasa, coagulasa ligada o "clumping factor" que estd unida a la pared celular. Esta
actua directamente sobre el fibrinégeno provocando la formacién de codgulos o grumos
cuando se mezcla una suspension bacteriana con plasma citratado.

e Exocoagulasa o coagulasa libre que actiia mediante la activacion de un factor (CRF),
formandose un complejo coagulasa-CRF, el cual reacciona con el fibrindgeno produciéndose

un codgulo de fibrina (test en tubo) (Seija, 2002).

Prueba de catalasa. El objetivo de esta prueba bioquimica es confirmar, con la reaccidn
gue provoca la enzima catalasa, para la distincidn entre Streptococcus y Staphylococcus, ya que
son dos bacterias de tipo cocos Gram positivas, a pesar de tener morfologia diferente, al ser
examinadas en un microscopio, se dificulta su diferenciacion, este método es rapido y facilita la
interpretacién de los resultados observando el desprendimiento de burbujas se considera una
prueba positiva (Fernandez et al., 2010). Teniendo en cuenta que Staphylococcus porque es
catalasa positivo y Streptococcus son catalasa negativa (Seija, 2002). Fundamento de esta
prueba es que la enzima catalasa descompone el perdxido de hidrégeno (H 2 02) en agua 'y
oxigeno, es asi como las bacterias se protegen del efecto toxico del perdxido de hidrogeno

(Fernandez et al., 2010).

Pruebas de laboratorio

Estas pruebas son fiables y confirmatorias, al momento de identificar el grado de la

infeccion y los agentes causales de la mastitis. Dentro de las pruebas de laboratorio se realizan:
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recuentos de células somaticas (RCS), cultivos microbioldgicos, caracterizacion del

microorganismo, pruebas de sensibilidad antimicrobiana (Acufia & Rivadeneira, 2008).

Cultivo microbioldgico. El cultivo microbioldgico es un método de aislamiento y
multiplicacién de microorganismos patdgenos, en una superficie solida (agar) o en medio liquido
(caldo) en condiciones controladas de laboratorio (Andrade & Sanchez, 2018). Con el estudio de
un cultivo microbiolégico, se logra aislar, identificar el agente causal de la infeccidn, ya sea una
bacteria, hongo, virus, parasitos, algas, para poder tratar de forma efectiva, rapida, mediante
pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos (antibiograma), y asi evaluar la resistencia o
efectividad de una serie de antibidticos con la finalidad de optimizar el tratamiento de las

infecciones (Santambrosio et al., 2009).

La identificacion de S. aureus, se realiza por medio del empleo de diversas técnicas
como pruebas bioquimicas: tincion Gram, pruebas de la catalasa, fermentacién de glucosa; estas
pruebas permiten diferenciar el género Staphylococcus del género Micrococcus. S. aureus
también puede identificarse a través de técnicas moleculares como la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) y PCR en tiempo real, utilizando genes especificos de especie (Gonzales et al.,
2014). La importancia de la oportuna y correcta identificacién del agente patogénico, de la
infeccidn ayuda a proporcionar un tratamiento correcto y obtener un alto porcentaje de

curacion (Russi, 2008).

Pruebas de sensibilidad. El objetivo de realizar pruebas de sensibilidad, es poder
realizar un control especifico, después de realizarse el aislamiento e identificacion del agente
causal, como es el caso de bacterias, estrictamente se selecciona antimicrobianos que ademas

de su facil administracién, buena penetracion, baja toxicidad, y sean de mayor uso por los
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técnicos a cargo de la sanidad de los animales que presentan patologias y sean realmente
activos contra el microorganismo causal, al implementar este manejo, permitira establecer un
manejo mas confiable evitando su uso indiscriminado de antibidticos, para evitar crear una

resistencia de parte de las bacterias al medicamento (Bernal & Guzman, 1984).

La aplicacion correcta de la metodologia, asegura resultados confiables, para que el
técnico tenga un buen manejo de la curacién de su paciente. La prueba de sensibilidad
utilizando el procedimiento del disco es una modificacién de la técnica descrita por Bauer, Kirby,

Sherris y Turk. La prueba es rdpida, préctica y reproducible (Ranzola et al., 2010).
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Capitulo I

Metodologia

Ubicacion del estudio

La fase de campo del presente estudio se realizé en la provincia de Pichincha, cantén Mejia,
parroquias El Chaupi, Aloasi, Aléag, Tambillo, Uyumbicho, Machachi, Manuel Cornejo Astorga,
en 13 fincas ganaderas, estratificadas por el tamafio del hato, en grandes, medianos y
pequefios, el 50% de estas propiedades muestreadas son proveedores directos de la empresa La
Holandesa, el otro 50% restante del muestreo fue auténomo de proveedores de distintas

pasteurizadoras.

Ubicacion geogrdfica
Los puntos de referencia de las 13 fincas en las diferentes parroquias del cantén Mejia se
muestran en la Figura 1, a una altura de 2182 m.s.n.m, en las coordenadas, Longitud: W78° 45,

Latitud: S 0° 35’.

El cantén Mejia tiene una temperatura media anual de 10 2C, una precipitaciéon anual de 1043
mm y una humedad relativa del 0 %. Pertenece a la zona de vida bosque himedo Montano

(Holdridge, 1967).

Se desarroll6 la fase de laboratorio, en las instalaciones de La Agencia de Regulacién y Control
Fito y Zoosanitaria, en el laboratorio de diagndstico animal en el area de microbiologia de
alimentos, ubicada en Tumbaco, Av. Interocednica s/n Km. 14 % vy Eloy Alfaro. Sector La Granja,
lugar donde se realizé el procesamiento de las muestras de leche fresca por cada vaca, para el

presente estudio.
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Figura 1
Mapa politico del canton Mejia e identificacion de las fincas muestreadas en las

diferentes parroquias
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Nota. Adaptado de Mapa Politico del cantén Mejia, diferenciando simbdlicamente los estratos y la
ubicacién de cada propiedad muestreada.

Materiales

Materiales de campo

frascos estériles, guantes de latex desechables, rollo de papel toalla, torundas con

alcohol, termo, gel frio y registro de campo.

Materiales de laboratorio

Cajas Petri de vidrio 30 ml de capacidad, azas de platino, mechero Bunsen, probetas de

250 ml, 500 ml y 1000 ml, frascos de vidrio de 100 ml, 250 ml, 500 ml y 1000 ml, para las
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diluciones, tubos de vidrio con tapa rosca, puntas de 1000 ul y 100 ul para micro pipeta, vasos
de precipitacion de 100 ml, 250 ml, 600 ml de capacidad, gradillas pldsticas, agitadores
magnéticos, bandejas de pesaje, parafilm, micro tdbulos, guantes de latex y de calor, picetas,

pinzas, pipetas.

Reactivos. Agar Baird Parker 500g, Telurito y yema de huevo BP, Agar cromogénico
S. aureus, agua destilada, alcohol 70%, agua peptona, Agar Mueller Hinton, Agar nutritivo,
plasma de conejo con EDTA, Glicerol, Agua oxigenada de 3 volumenes, cloro, sablén, cepas
ATCC- bacterianas control de S. aureus. Discos de antibidticos, placas BIS.PLUS; bioquimicas

identificadoras de género y especie de bacterias Gram positivas.

Equipos. Balanza analitica, calibrador pie de rey, termémetro Max-Min, cdmara de
flujo, autoclave, Balanza electrénica, plancha de calor con agitacion magnética, vértex,
micropipeta de rango 100 puL a 100 L, incubadora, cdmara fotografica, computadora, vehiculo.
Métodos

El estudio se lo realizd en 13 fincas de sectores lecheros representativos del cantén
Mejia- Pichincha- Ecuador, seleccionadas con el método de muestreo estratificado, 3 fincas
grandes de 101 animales en adelante, 4 medianas de 21 animales a 100 y 5 pequefias de 1 a 20
animales. En el muestreo se contabilizo 1105 vacas de ordeio, de las cuales se tomaron 125
muestras de leche de vacas positivas a la prueba CMT (California mastitis test), que fueron
valoradas microbioldégicamente en laboratorio, para evaluar presencia de S. aureus en las
muestras de leche con mastitis, prevalencia de la bacteria, y resistencia antibidtica, la
metodologia se describira a continuacion. Con el muestreo estratificado, se evitara que por azar
se tomen mds individuos de un grupo que otro y esto pueda condicionar los resultados de los

datos de interés (Saenz et al., 2014).
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Muestreo

Para realizar una buena toma de muestra se prepard con anterioridad todos los
materiales e instrumentos y principalmente se filtré la toma de la muestra de las vacas,
aplicando la prueba de California Mastitis Test (CMT) (Figura 2) que mostrara el grado de

mastitis que presenta cada cuarto de la ubre del animal:

e Al tomar la muestra de leche, se utilizé guantes de latex o nitrilo y realizé la desinfeccién
localizada.

e Posteriormente para la toma de muestra de leche, se utilizé de manera cuidadosa un frasco
estéril y se receptd la leche al menos un volumen aproximado de 25 ml, para el andlisis en
laboratorio.

e Se procedid a etiquetar cada frasco con el nombre o nimero de arete del animal, el cuarto
infectado, y predio.

Finalmente, las muestras se colocaron en un recipiente de espuma Flex con gel frio para

mantener una temperatura aproximada de 4 a 6 °C.
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Figura 2

Aplicacion de la prueba CMT y toma de muestra

L

Nota. Aplicacién de la prueba CMT a las muestras tomadas a las vacas en ordefio, para la toma

de muestra.

Aislamiento de patégenos

Los medios de cultivo especificos fueron preparados con anterioridad, de que las

muestras sean llevadas al laboratorio.

Se procedio a pesar los agares especificos, Baird Parker 63g por litro de agua destilada
estéril, Manitol salado 111g por litro de agua destilada y agar Cromo génico S. aureus 111g por
litro de agua destilada; el agua se midid con una probeta graduada de 1000 ml, el agar se peso

en la balanza de precision.

Al estar listo el medio (hervido durante 1 min) se lo esterilizé en autoclave a 121 °Cy 15
psi durante 15 minutos junto a las cajas Petri, después se dispensaron los medios en presencia

del mechero. Se dosificé aproximadamente 25 ml en cada caja Petri.
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En el caso del Agar especifico Baird Parker, después de sacarlo de la autoclave, se lo
enfrid a un rango de 50-40 grados centigrados, para afiadirle Telurito y yema de huevo, un
complemento del agar, para generar la reaccidn especifica de colonias negras, con halos

amarillos.

Siembra en caja Petri. El proceso para la siembra de las muestras en caja Petri, frente

del mechero fue el siguiente:

e Se diluyd cada muestra de leche en 90 ml de agua peptona obteniendo una disolucién 1:9

e Setomd 0.1 ml de dilucién con la micro pipeta, y se lo coloco en el centro de cada medio de
cultivo (Baird Parker).

e Colocado el volumen de dilucién en el medio de cultivo, se esparcid con un asa de vidrio
(esterilizada con alcohol al 70% y exposicidn breve al fuego) o a su vez un asa de digralsky
autoclavable, dentro de la caja Petri para la correcta homogenizaciéon de la dilucién por todo
el medio en forma circular por 20 veces. se selld con parafilm y etiqueté.

e Seincubd los medios a 37°C, y se observd si existio crecimiento microbiano a las 18, 24,42 y

48 horas de incubacién.

Aislamiento de S. aureus. Al ser Baird Parker un medio de cultivo especifico, 24 horas
después con un maximo de 48 horas a 37° C, si en la muestra sembrada habia presencia de
S. aureus, se observaran colonias negras circulares, con halos brillantes, si hay una variacién del
color negro brillante, se tratara de otro tipo de Staphylococcus o por consiguiente si la formay el

color varian se puede tratar de un estreptococo.
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Pruebas de confirmacion

Tincién Gram. Este método consiste en realizar un frotis bacteriano: se coloca una gota
de agua en la placa, con el asa en condiciones asépticas se toma una pequefa cantidad de una
colonia bacteriana, se forma una suspensién homogénea y se extiende por toda la placa. Fija las

bacterias al portaobjetos: pasar la placa porta objetos sobre la flama del mechero.

Tincion del frotis bacteriano. A continuacién, se detallan los procesos realizados:
e Cubrir el frotis con el colorante cristal violeta durante 1 minuto y después se realizé un
lavado ligeramente con agua destilada.
e Cubrir el frotis con yodo (Lugol) durante 1 minuto y posteriormente se lavé con agua
destilada.
e Decolorar con alcohol-acetona (1:1) durante 15 segundos y luego lavar con agua destilada.
e  Cubrir con safranina durante 30 segundos y se realizé un ultimo lavado agua destilada.

e Finalmente secar y observar al microscopio.

Comprobacion agar cromogénico. Se tomd una caja Petri con agar cromogénico
S. aureus, se la dividio en 8 partes iguales, y se procedid hacer un picado con el asa de platino en
una de las colonias aisladas en el medio Baird Parker, que se asumid que era S. aureus, posterior
a esto se identifica la muestra, al rotularla en el espacio de la caja y se espera su incubacién
durante maximo 24 horas a 37° C. Si después de la incubacién la colonia aislada, mostraba una
coloracién azul metalica, se confirmaba la presencia de S. aureus y solo asi se procedia con la

siguiente comprobacidn que es la prueba de la coagulasa y la catalasa.



43

Prueba de catalasa. Proceso realizado de la siguiente manera:

Se tomé con el asa de platino una colonia bacteriana, aislada del medio especifico para S.

aureus (Baird Parker), estriarla en una placa porta objetos.

Colocar una gota de peréxido de hidrogeno al 3% sobre la colonia bacteriana estriada.

Agitar con un palillo o punta estéril el peréxido con la colonia bacteriana, en sentido de las

manecillas del reloj; Esperar la reaccion.

Si la colonia bacteriana es efectivamente un Staphylococcus aureus, se apreciara una
reaccion efervescente. De caso contrario, la colonia es una especie Streptococcus

(Fernandez et al., 2010).

Prueba de coagulasa. Realizada de la siguiente manera:

Con una pipeta estéril de 1 ml, agregar 0,5 ml de BD BBL Coagulase Plasma, Rabbit o BD BBL
Coagulase Plasma, Rabbit with EDTA rehidratado en un tubo de prueba de 10 x 75 mm en
una gradilla.

Con una pipeta seroldgica estéril de 1 mL, agregar aproximadamente 0,05 mL de cultivo de
caldo del dia anterior del organismo de prueba al tubo con plasma. Con un asa
bacterioldgica estéril o asa de platino, también se pueden emulsionar a conciencia varias
colonias (asa llena de 1 uL minimo) de una placa de agar no inhibidor en el tubo de plasma.
Mezclar suavemente.

Incubar en bafio Maria o incubadora o en la incubadora a 37 °C durante un maximo de 6
horas. Examinar los tubos inclindndolos periédicamente con suavidad. Evitar sacudir o

agitarlos, ya que esto podria causar la desintegracion del codgulo y, como consecuencia,



44
resultados de pruebas negativos falsos o dudosos. Cualquier nivel de coagulacién en el
periodo de 6 h se consideré resultado positivo.

e Sino seve ningln codgulo transcurridas 6 horas, mantenga la incubacion a 37 °C durante un
maximo de 24 horas. Muchas cepas productoras de enzimas débiles produciran una
coagulacién del plasma sélo después de una incubacion de 24 horas.

e Registrar los resultados (Dickinson, 2017).

Sistema de identificacion bacteriana “Bis-Plus”. El sistema de identificacion bacteriana
BIS-Plus (Figura 3), considerado como una prueba bioquimica que proporcionan resultados
claros y precisos en 24 horas, donde podemos identificar género y especie de mas de 241
bacterias Gram positivas entre ellas el Staphylococcus aureus (Cypress diagnostics, 2018). Para

utilizar esta prueba se necesita previamente cumplir con los siguientes requisitos:

e Tincién Gram, para comprobar si son bacterias Gram positivas
e Prueba de Catalasa

e Prueba de Coagulasa

Identificados estos parametros, se procede a la preparacion de las muestras:

e Obtener un cultivo puro de 18 — 24 horas.

e Colocar 4 —5 ml de solucién salina 0.85% en los tubos de ensayo necesarios.

e Realizar una suspension con una turbidez de 2 McF con un asa o hisopo estéril.

e Homogenizar la suspensidn con la ayuda de un vértex.

e Homogenizar la suspensidn bacteriana 2 McF con la ayuda de un voértex.

e Inocular 100 pul de la suspensién bacteriana en cada pocillo de las tres primeras columnas.

e  Cubrir las celdas H1 (URE), F1 (ARG), E1 (NITR), con 3 gotas de aceite de parafina.



Incubacién de las placas que contienen la suspension bacteriana:

e Colocar la placa dentro de una funda plastica sellada para evitar que esta se seque.
e Incubar en aerobiosis a 35° £ 2°C por 24 horas.
e Dentro de laincubadora, colocar la base de una caja Petri destapada con agua para

mantener la humedad.

Test adicional: Vogues — Proskauer (VP). Test de confirmation de parametros de identification

bacteriana del Kit:

e Homogenizar la suspension bacteriana 2 McF con la ayuda de un vértex.
e Colocar 1 ml de la suspensidn en un tubo pequefio.

e Insertar la tira reactiva en el tubo.

e Incubara35°+2°Cpor 2 horas.

e Afadir 3 gotas del reactivo VP1 y 3 gotas del reactivo VP2.

e Incubara 35°+2°C por 30 minutos.
Interpretacién de Resultados:
Positivo: Presencia de color rojo o rosado-Negativo: Sin desarrollo de color.

Test Adicional. Pirrolidonil arilamidasa (PYR). Test de confirmation de pardmetros de

identificacion bacteriana del Kit:

e Homogenizar la suspension bacteriana 2 McF con la ayuda de un vértex.
e Colocar 1 ml de la suspensidn en un tubo pequefio.
e Insertar la tira reactiva en el tubo.

e Incubara35°+2°Cpor2—4horas.

45
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e Afiadir 3 gotas del reactivo PYR.
e Esperar 2 minutos y observar los resultados.

Interpretacién de resultados:

e Positivo: Presencia de color rojo o naranja.

e Negativo: Sin desarrollo de color o color amarillo — café.

Evaluacién de resultados: Introducir los datos obtenidos de las bioquimicas y los test adicionales

en el programa Cypress Diagnostics Identificacion Software.

Figura 3

Pruebas bioquimicas de confirmacion e identificacion Bis Plus

Nota. Lectura de las placas de las pruebas “Bis-Plus”

Conservacion de cepas

Para la conservacion de las colonias puras de la bacteria, se utilizara: glicerol y BHI caldo

infusidon cerebro corazon:

Se coloco en un tubo de ensayo estéril 4.5 ml de BHI (Caldo infusidn cerebro corazén), posterior

a esto se tomé con un aza de platino una cantidad considerable de colonias puras de S. aureus,
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hasta llegar a la escala de Mc Farland de 2 a 5, se agitd en un vértex esta mezcla, al obtener la
mezcla indicada se afiadid 1.5ml de glicerol estéril, se agitd con vdrtex hasta tener una mezcla

homogénea y se procedid a dispensar en tubos ependorf y a etiquetar con el respectivo cddigo.

Antibiogramas

Se seleccionaron los biales confirmados positivos a Staphylococcus aureus, luego se los
incubd con BHI (Caldo cerebro corazén) durante 24 horas a 37 °C, se los volvio a sembrar en un
medio especifico de Staphylococcus aureus, para descartar algun tipo de contaminacién en la
conservacion de la bacteria, al comprobar que las colonias estan puras, se continuo con el

proceso de la técnica de Kirby-Bauer:

Se selecciond una colonia aislada, pura, para hacer la dilucidn en solucién salina y ajustar

una turbidez de 0.5 de la escala de Mc. Farland en el turbidimetro.

e Seintrodujo un hisopo estéril en la suspensién después de 15 minutos de haber ajustado la
escala 0.5 de Mc. Farland. Para inocular la muestra con el hisopo en la placa, rotar el hisopo
contra la pared del tubo para eliminar el exceso de suspension.

e Seincubd la placa de Mueller-Hinton, de forma uniforme, sin dejar zonas libres o limpias, se
realiza un estriado por cuadrantes rotando la placa y por la periferia del agar.

e Sedejo secar el inoculo en la placa durante 3 a 5 minutos con la tapa cerrada, para colocar
los discos.

e Se colocd 6 discos o0 mas dependiendo del didmetro de la caja Petri, en el caso del estudio

presente se utilizé la caja Petri de 10cm de diametro en donde se colocaron 5 discos en la

periferia y uno en el centro dejando mas de 2cm de distancia entre discos, para evitar que

los halos de inhibicidn se transpongan uno sobre otro y eviten una buena lectura de los
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resultados. Se tomé en cuenta el didmetro del halo de inhibicion de cada disco de
antibidtico y la accion del principio activo, para no causar falsas lecturas o resistencias
inducidas como el caso de la Clindamicina y la Eritromicina, que van una junto a la otra.

e Enla colocacién los discos se utilizé un dispensador de discos de antibiéticos y pinzas
estériles; las pinzas ayudaron a fijar con ligeros toques a los discos sobre el agar.

e Seincubd de 18 a 24 horas a 37 °C, para obtener la lectura de los resultados de los
antibiogramas. Se evalud la resistencia o sensibilidad de cada agente microbiano de
acuerdo al halo de inhibicidn que presento, que fue medido con un calibrador para mayor
precision.

e Laseleccidn de los antibidticos se realizé de acuerdo a los principios activos mas utilizados

en la zona para el control de mastitis Figura 4.

En las fincas ya establecidas, se aplicara la prueba CMT, donde identificaremos las vacas
con presencia de mastitis, para proceder al muestreo respectivo, para luego aislar de las
muestras tomadas la bacteria S. aureus, y de las muestras positivas a S. aureus se procedera a
realizar un antibiograma para determinar la resistencia antibidtica de este patégeno. La unidad
experimental serd una caja Petri inoculado S. aureus, sobre estas se asignaran los tratamientos

Tabla 2.

Después de sembrar las muestras de leche de vacas con mastitis en el agar especifico y
confirmar la presencia de S. aureus. Las colonias puras de la bacteria serdn conservadas para
realizar los antibiogramas. En donde se emplearan cajas Petri de 45 mly de 15cm de didmetro,
donde se colocaran como maximo 6 discos con una dosis ya establecida del ingrediente activo
del antibidtico, por caja (Taroco et al., 2006). Para el analisis de la resistencia antibidtica, se

tomaran los biales confirmados positivos a S. aureus. En la fase final de laboratorio de pruebas
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de sensibilidad antibidtica, el antibidtico se dispondrd bajo un orden especifico, alternando los

sensidiscos segun sus propiedades farmacodinamia.

Tabla 2

Descripcion de los diferentes tratamientos

Tratamiento Descripcion

T1 Clindamicina

T, Trimetropin/sulfametoxazol

Ts Linezolid

Ty Eritromicina

Ts Tetraciclina

Ts Gentamicina

T7 Cefoxitin

Ts Ciprofloxacina

T Penicilina

T1o Neomicina

T Bacitracina
Figura 4

Descripcion de la disposicion de los discos en cada caja Petri

Tratamiento Descripcién
i T, Clindamicina
«T, Trimetropin/sulfametoxazol
- @ 0 Linezolid
Eritromicina
* ﬁ:‘ Ts Tetraciclina
. = Te Gentamicina
T; Cefoxitin
. © @ - T, Ciprofloxacin
=T, Penicilina
. =T, Neomicina

[ 711 J0W Bacitracina
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Andlisis de datos

Se empled estadistica descriptiva, para obtener las siguientes variables:

Identificacion de presencia o ausencia de S. aureus. En las muestras de leche tomadas
de vacas con mastitis. Para determinar la ausencia o presencia de S. aureus se utilizaron dos
agares especificos Baird Parker y Manitol saldo conjunto con las pruebas de confirmacion
bioquimicas catalasa y coagulasa, tincion Gram y seran purificadas las colonias aislando en un
agar cromogénico especifico para S. aureus.

Determinacion de la prevalencia de S. aureus en las muestras tomadas. Al confirmar
las muestras positivas a S. aureus, se aplico la siguiente formula [(N° de vacas positivas / N° de
vacas muestreadas) *100], se determind la prevalencia en general con el total del nimero de las
muestras y por estrato para comparar la diferencia porcentual entre estos.

Evaluacidn de la resistencia o susceptibilidad de S. aureus. Se observé el didmetro del
halo de inhibicidn, este halo fue medido utilizando un calibrador. Estos datos se reportaron en
mm, en el caso que no haya halo se registrara el didametro del disco que es 6mm; la
interpretacién del didametro alrededor del disco se basd en guias publicadas por el CLSI 2019
(Clinical and Laboratory Standards Institute) y el organismo fue reportado como sensible,
intermedio o resistente al antibidtico que sera probado. Cada antibidtico tiene su halo de
inhibicién especifico y éste depende del tamafio de la molécula del antibidtico y su polaridad
(Taroco et al., 2006).

Multiresistencia. se identifico los biales resistentes a tres o mas antibidticos,

categorizados como multiresistentes.
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Capitulo IV

Resultados y Discusion

Resultados

Presencia de S. aureus en los tres estratos lecheros

En este estudio se incluyeron 1105 vacas en ordefio del cantén Mejia de seis parroquias
diferentes. Antes de la toma de muestra se realizé una prueba de CMT, para verificar el cuarto
afectado de la ubre de cada vaca, e identificar el grado de mastitis. De acuerdo al resultado de la
prueba CMT, se tomaron 125 muestras por vaca (11.3%) que fueron analizadas en el
laboratorio, Tabla 4. De las cuales se sometieron a una identificacion tradicional, sometida a un
aislamiento en Baird Parker, luego tincion Gram, confirmacidn en un Agar cromogénico y
coagulasa (Plasma de conejo), con este método se obtuvo 68 muestras positivas a S.aureus un
(54.4%) de las 125 muestras procesadas; seguido de esto se confirmd las muestras positivas con
el kit Bis Plus; una prueba bioquimica de alta sensibilidad que identifica género y especie de
bacterias Gram positivas, con esta prueba confirmatoria se identificaron otros Sthaphylococcus
Gram positivos como S. intermedius, S. echerfeir, S. hyicus, entre otros, de los cuales se
confirmaron 41 cepas (32.8%) a S. aureus. Este 32.8% tomando en cuenta el total de muestras
positivas, el estrato grande representa el 13.60% seguido del estrato mediano y pequeiio un

9.60% cada uno Tabla 3.
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Tabla 3

Presencia de Staphylococcus aureus en tres estratos lecheros del canton Mejia

Muestras positivas a

Tipo de estrato Muestras analizadas %
S. aureus
Grandes 52 17 13.6
Medianas 55 12 9.60
Pequefias 18 12 9.60
Total 125 41 32.8

Nota. N%: porcentaje, N: nimero, %: porcentaje; el porcentaje de la presencia de S. aureus por
tipo de estrato, se obtuvo tomando como referencia el porcentaje total de positivas (n=41),
frente al numero de positivas por cada estrato.

Figura 5

Distribucion de la presencia de S. aureus, en muestras positivas

Grandes 136
Medianas 9.6
Pequefias 0.6
0 2 4 & B 10 12 14 16
Pequefias Medianas Grandes
Porcentaje 0.6 0.6 13.6
Porcentaje

Prevalencia de Staphylococcus aureus en los tres estratos lecheros

El estrato pequefio se presentd el mayor porcentaje de prevalencia de S. aureus, ya que
de las 18 muestras tomadas 12 de ellas fueron positivas, representando el 66.6%; seguidamente
en el estrato grande de 52 muestras tomadas 17 fueron positivas representando un 32.6%.
Finalmente, en el estrato mediano de 55 muestras tomadas 12 fueron positivas siendo este el
estrato con el menor porcentaje de prevalencia de S. aureus 21.82%, como se muestra en la

Tabla 4.
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Tabla 4

Prevalencia de Staphylococcus aureus en cada uno de los tres estratos lecheros del canton Mejia

Tipo de Parroquia Identificacion del  #total #Muestras #Positivas Positivas
estrato predio devacas tomadas confirmadas %
Grande El Chaupi G-A 177 22 3 13.64
Grande Machachi G-B 150 7 3 42.86
Grande Aldag G-C 310 26 11 42.31
Prevalencia 637 52 17 32.69
Mediano El Chaupi M-D 91 18 0 0
Mediano Aloasi M-E 85 10 0 0
Mediano Tandapi M-F 100 10 4 40
Mediano Tambillo M-G 88 9 8 77.78
Mediano El Chaupi M-H 77 12 0 0
Prevalencia 441 55 12 21.818
Pequefo Uyumbicho P-| 10 4 4 100
Pequefio Aldag P-J 6 4 2 50
Pequefio Aldag P-K 5 5 4 80
Pequefio Aloasi P-L 3 2 0 0
Pequefio Tambillo P-M 3 3 2 66.67
Prevalencia 27 18 12 66.66
Total 1105 125 41 32.80

Nota. N; numero de muestras, %; porcentaje.

Figura 6
Representacion de la prevalencia de S. aureus en los tres diferentes estratos

lecheros, el numero de las muestras tomadas, frente al nimero de positivas

Porcentaje de la prevalencia de Staphylococcus aureus
en los tres estratos del Cantén Mejia




Tabla 5

Referencia de los puntos criticos en comun segun la encuesta aplicada a cada una de las propiedades de los estratos

lecheros grandes, medianos, pequefios del Canton Mejia

Correcto

. Tipo de Personal Calidad de Salade Sellado Correcto
Estratos Propiedad o . " lavadodela Despunte
ordefio capacitado agua ordefio ubre de ubre sellado
Grandes G-A A Si Si Si Si Si Si Si
Grandes G-B A Si Si Si Si Si Si Si
Grandes G-C Mc Si No Si No Si Si No
Medianos M-D Mc No Si Si Si Si Si No
Medianos M-E Mc Si Si Si Si Si No No
Medianos M-F Mc Si No Si No Si Si No
Medianos M-G Mc Si Si Si Si Si Si No
Medianos M-H Mc Si Si Si Si Si Si No
Pequefios P-1 Mc Si Si Si No Si Si No
Pequefios P-J Mn No Si No No Si No No
Pequefios P-K Mn No Si No No Si No No
Pequeiios P-L Mn No No No No Si No No
Pequefios P-M Mn No Si No No Si No No

Nota. Tipos de ordefio (A) automatico; (Mc) mecanico; (Mn) manual.

54
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Resultados de los puntos criticos de las buenas prdcticas sanitarias de ordeino

Los puntos criticos de cada hacienda y estrato estan resumidos en la Tabla 5, se
especifica los puntos para evaluar las buenas practicas de ordefio, donde se hace referencia a las
condiciones de la infraestructura, transporte, alimentacién y manejo de los animales, de tal

modo que garanticen su calidad de vida y manejo apropiado, bienestar animal.

Resultados de los puntos criticos detallados por tipo de estrato, ordenados por la relevancia de

La problemadtica

Puntos criticos del pequeiio estrato. Como reflejan los resultados anteriores de la
relacion de Muestras totales frente a las muestras positivas el pequefio estrato es el que
presenta una prevalencia mas alta de S. aureus con un (66.66%); a pesar que en su mayoria
estos pequenos productores mostraban vacas con ubres sanas, buena alimentacién, buen trato
al animal y con bajos signos de mastitis subclinica y mastitis clinica nula. Los factores de indices

problematicos en este estrato cominmente se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6

Los factores de indices problemdticos observados en el pequefio estrato

Factores Descripcion

Tipo de ordefio Manual

No - informacidn empirica sobre el cuidado de la ubre y el manejo en

Personal capacitado .,
la produccién lechera

No - reutilizacion del agua contaminada para todo el ordefio - falta de

i
Calidad de agua agua potable
Sala de ordefio No

Correcto lavado de la  No - utilizacién de material no limpio como telas, ropa, para todas las
ubre vacas, y la utilizacidon del mismo recipiente para el enjuague
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Factores

Descripcion

Despunte

Sellado de ubre

Correcto sellado

Medidas de bio
seguridad y sanitarias

Manejo

Medidas de bio
seguridad y sanitarias

Si

No - la falta del sellado post ordefio, por falta de recursos y por falta
de informacién de la importancia de un sellador comercial o yodo, el
ordefio en el 90% de los productores pequefios (1-20)

No

No - el personal no utiliza guantes, ni se desinfectan las manos,
presencia de otras especies animales en el area del ordefio

Buen trato al animal cumple con las 5 libertades especificadas por la
(OIE)

No

Figura 7

Prdcticas e instalaciones de los pequefios productores

r,‘“v L

‘ \Il

Nota. Ordefio manual, sala de ordefio improvisada, practicas y conocimientos empiricos del cuidado y

limpieza de la ubre.
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Puntos criticos del estrato grande. En el estrato grande con un 32.69% en la presencia
de S. aureus, los resultados dependieron de dos panoramas diferentes; en los cuales dos de las
tres haciendas cumplian con estrictas normas de bioseguridad y cuidado animal (Buenas
practicas pecuarias de ordefio), lo contrario de la tercera hacienda donde se observaron varios
problemas sanitarios, manejo animal y capacitacion del personal estas propiedades se muestran

detalladas en la Tabla 7.

Tabla 7

Los factores de indices problemdticos observados en el estrato grande

Factores Descripcion hacienda# 1y 2 Descripcion hacienda #3

Tipo de ordefio Mecanico Automatico Mecanico (sobre ordefio)

Si- Presencia de médico veterinario, de
SI- Presencia de operarios paso.

Personal .
capacitado ca‘péutados, ordenadosy  QOperarios no capacitados desordenados,
eficientes con mal manejo de los animales, maltrato,
cuidados y limpieza deficiente de la ubre
Fuentes y reservorios de No/si- Cantidad limitada y escasa o
Agua limpia agua limpiay fresca (no deficiente de agua para la limpieza en
potable) general.

Sala de ordefo espaciosa con
espaciamientos incorrectos para el
bienestar animal; espacios muy amplios
entre vacas y entre el comedero y las

Estructura correcta,

Sala de ordefio . . -
iluminada, eficiente

rejas.
Correcto lavado de Si No
la ubre
Despunte Si Sl
Sellado de ubre Si si
Correcto sellado Si Si

Buen trato al animal cumple
Manejo con las 5 libertades
especificadas por la (OIE)

Maltrato animal, No cumple con las 5
libertades especificadas por la (OIE)
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Factores Descripcion hacienda# 1y 2 Descripcidn hacienda #3
Medidas de bio
seguridad y Si Utilizadas incorrectamente
sanitarias

Observaciones de las otras dos propiedades, estimulaban a los animales con musica en
el ordefio, dietas alimenticias especificas para el requerimiento de cada animal, con un ordefio
automatizado para evitar el sobre ordefio, en la otra contaban con un brazalete que monitorea
las condiciones del animal nimero de litros de leche dados, cantidad de alimento dependiendo
del animal, distancia que camina el animal, cantidad de agua que necesita, entre otras
condiciones, profesionales de la salud animal que se ocupan por evitar la aparicidon de mastitis, y

controlan la rotacidn de antibidticos, vacunacion y prefiez.

Observaciones de los animales en la propiedad con problemas eran vacas de

temperamento nervioso, vacas de aspecto poco saludable, pero de condicidn corporal 3.

Figura 8
Hacienda#3 prdcticas e instalaciones de los grandes productores; ordefio mecdnico, sala de

ordefio, prdcticas, conocimientos de cuidado y limpieza de la ubre incorrectos

A

=
z
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Puntos criticos del estrato mediano. El estrato mediano presento el menor porcentaje
con 21,88% de S. aureus, este estrato pese a que hubo una variacién de tipos de propiedades
donde si se cuidaban los animales y en otras habia presencia de descuido podemos concluir que
hay presencia de otro agente causal de la mastitis. No contaban con alta tecnologia, ni personal
capacitado, pero si con mas cuidado y consideracién a los animales. Los factores de las buenas

practicas de ordefio en estas propiedades se muestran detalladas en la Tabla 8.

Tabla 8

Los factores de indices problemdticos observados en el estrato mediano

Factores Descripciéon
Tipo de ordefio: Automatico
P I . .
erso.na En el 50% de las haciendas siy en el 50% no
capacitado:
Agua limpia Sienun 90%
Sala de ordefio Si

Correcto lavado de Sien un 80%
la Ubre

Despunte Si
Sellado de ubre Si

Correcto sellado En un 80%

Manejo Buen trato al animal cumple con las 5 libertades especificadas por la
(OIE) en la mayoria de propiedades muestreadas.

Medidas de bio

seguridad y Si

sanitarias




Tabla 9

Antibidticos utilizados en los antibiogramas y la especificacion de susceptibilidad segtin los rangos del diagmetro del halo en (mm)

Ingredientes de los antibidticos

Concentracion

comerciales utilizados en las Antibidtico Siglas de los discos Sensible Intermedio Resistente
haciendas (ng)
Penicilina P 10 >=29 <=28
Oxacilina — cloxacilina Cefoxitin FOX 30 >=22 <=21
Kanamicina - Estreptomicina Gentamicina CN 10 >=15 13-14 <=12
Eritromicina E 15 >=23 14-22 <=13
Tetraciclina TE 30 >=19 15-18 <=14
Ciprofloxacina CIp 5 >=21 16-20 <=15
Lincomicina Clindamicina CcC 2 >=21 15-20 <=14
Trimetropin/
SXT 25(1.25/23.75) >=16 nov-15 <=10
Sulfametoxazol
Linezolid LNZ 30 >=21 <=20
Bacitracina B 10 >=8 <=9
Neomicina N 109+ >=17 <=12

(CLSI, 2019)
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Resistencia Antimicrobiana

Los resultados de la resistencia y susceptibilidad frente a los once antibiéticos elegidos
segln los antibidticos comerciales utilizados por los productores Tabla 10, para controlar la
mastitis y los mas utilizados por profesionales de la salud animal basandose en el CLSI actual, los

rangos de distancia para determinar la sensibilidad y resistencia se muestran en la Tabla 9.

Tabla 10

Antibidticos comerciales mds usados por los productores agropecuarios de la zona

Nombre del antibidtico Ingredientes activos
comercial
Orbenin Cloxacina = Cefoxitin
Clordelin Lincomicina = Clindamicina
Mamin Kanamicina= Gentamicina + Penicilina
Mastiyej Tetraciclina+Neomicina+Bacitracina
Cloxasol Amoxicilina + Cloxacilina= Cefoxitin
Shotapein Penicilina+ Estreptomicina= gentamicina
Neoclordelin Lincomicina+Neomicina+Betametasona

Resistencia antimicrobiana por tipo de estrato lechero

Resistencia antimicrobiana en el estrato grande. El nimero de biales confirmados
positivos de género y especie Staphylococcus aureus correspondientes a propiedades del estrato
Grande fueron n=17, La resistencia en este estrato fue mas fuerte o alta a la penicilina (P) con 9
(52.94%), seguido de clindamicina(CC) con 6 (35.29%), tetraciclina(TE) con 6 (35.29%),

gentamicina(CN) con 5 (29.41%), bacitracina(B) con 4 (23.53%) y totalmente susceptible a
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Trimetropin/sulfametoxazol(SXT), ciprofloxacina (CIP) y neomicina (N) con 0 (0.00%), los
resultados detallados en porcentaje y nimero( de individuos resistentes o susceptibles se
muestra en la Tabla 11.
Tabla 11
Resistencia a los antibidticos para Staphylococcus aureus aislamientos de

Leche de vaca obtenida de los estratos grandes del canton Mejia (n = 17)

Numero de Individuo Individuo
Nombre del antibidtico Individuo . .

resistente % Intermedio sensible
Clindamicina (CC) 6(35.29) 11(64.71)
Trimetropin/Sulfa(SXT) 0(0.00) 17(100.00)
Linezolid (LNZ) 2(11.76) 15(88.24)
Eritromicina (E) 2(11.76) 2(11.76) 13(76.47)
Tetraciclina (TE) 6(35.29) 2(11.76) 9(52.94)
Gentamicina (CN) 5(29.41) 12(70.59)
Cefoxitin (FOX) 2(11.76) 15(88.24)
Ciprofloxacina (CIP) 0(0.00) 17(100.00)
Penicilina (P) 9(52.94) 8(47.06)
Neomicina (N) 0(0.00) 17(100.00)
Bacitracina (B) 4(23.53) 13(76.47)

%: porcentaje

Resistencia antimicrobiana en el estrato mediano. El nimero de biales confirmados
positivos de género y especie Staphylococcus aureus correspondientes a propiedades del estrato
mediano fueron n=12, La resistencia en este estrato fue mas fuerte o alta a la penicilina (P) con
4(33.33), seguido de tetraciclina (TE) con 2 (18.6%) y neomicina(N) con 2 (18.6%), totalmente
susceptible a clindamicina(CC), trimetropin/sulfametoxazol(SXT), linezolid (LNZ), eritromicina(E),
gentamicina(CN), ciprofloxacina(CIP), bacitracina(B) con 0(0%). En este estrato fue el que se
mostré el mejor indice de bienestar animal en todos sus aspectos. Los resultados detallados en

porcentaje y nimero de individuos resistentes o susceptibles se muestran en la Tabla 12.
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Resistencia a los antibidticos para Staphylococcus aureus aislamientos de leche de

vaca obtenida de los estratos medianos del cantéon Mejia (n = 12)

Numero de . . . . .

Nombre del antibidtico Individuo Indlwdl.‘o Individuo sensible
. Intermedio % %

resistente %
Clindamicina (CC) 0(0) 12(100)
Trimetropin/Sulfa(SXT) 0(0) 12(100)
Linezolid (LNZ) 0(0) 12(100)
Eritromicina (E) 0(0) 12(100)
Tetraciclina (TE) 2(18.6) 2(18.6) 8(66.6)
Gentamicina (CN) 0(0) 12(100)
Cefoxitin (FOX) 1(8.33) 11(91.66)
Ciprofloxacina (CIP) 0(0) 1(8.33) 11(91.66)
Penicilina (P) 4(33.33) 8(66.6)
Neomicina (N) 2(18.6) 10(83.33)
Bacitracina (B) 0(0) 12(100)

%: porcentaje

Resistencia antimicrobiana en el estrato pequeiio. En el estrato pequefio se obtuvo

porcentajes bajos de resistencia generalmente, por razones de manejo sanidad animal y planes

de rotacidn de antibidticos y del manejo animal. La resistencia en porcentajes iguales con los

siguientes antibidticos: trimetropin/sulfametoxazol (SXT), eritromicina (E), penicilina (P),

bacitracina (B) con 3 (25%), y totalmente susceptibles a linezolid (LNZ), ciprofloxacina (CIP) con

0%. Los resultados detallados en porcentaje y nimero de individuos resistentes o susceptibles

se muestran en la Tabla 13.



Tabla 13

Resistencia a los antibidticos para Staphylococcus aureus aislamientos de

leche de vaca obtenida de los estratos pequefios del canton Mejia (n = 12)

Numero de

Nombre del antibidtico Individuo Individu? Indivi_duo
resistente Intermedio sensible
Clindamicina (CC) 1(8.33) 1(8.33) 10(83.33)
Trimetropin/Sulfa(SXT) 3(25) 2(16.66) 7(58.33)
Linezolid (LNZ) 0(0.00) 0(0.00) 12(100)
Eritromicina (E) 3(25) 0(0.00) 9(75)
Tetraciclina (TE) 1(8.33) 1(8.33) 10(83.33)
Gentamicina (CN) 2(16.66) 0(0.00) 10(83.33)
Cefoxitin (FOX) 1(8.33) 0(0.00) 11(91.66)
Ciprofloxacina (CIP) 0(0.00) 0(0.00) 12(100)
Penicilina (P) 3(25) 0(0.00) 9(75)
Neomicina (N) 1(8.33) 0(0.00) 11(96.66)
Bacitracina (B) 3(25) 0(0.00) 9(75)

%: porcentaje

Figura 8

Representacion de la resistencia antimicrobiana de S. aureus en los tres distintos estratos
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Representacion de la sensibilidad antimicrobiana de S. aureus en los tres distintos estratos

lecheros
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% PORCENTAIE

C luule icin  Trim/Sulfa

¥ Pequeiias 83.33
® Medianas 100
Grandes 64.71

Tabla 14

|I

(SXT)
58.33
100
100

ESTRATOS DEL CANTON MEJIA

W Pequenas M Medianas ¥ Grandes

100
|r

I - 1 E . : d E
I & j I 8 . I
1 ‘1

§

C lpl'l\ﬂﬂ'\ aci

Linezolid Eritromicina Tetraciclina Gentamicina Cefoxitin Penicilina  Neomicina = Bacitracina

100 75 83.33 8333 91.66 100 75 96.66 72.73
100 100 66.6 100 91.66 91.66 66.6 83.33 100
88.24 76.47 52.94 70.59 88.24 100 47.06 100 76.47

ANTIBIOTICOS

Representacion del porcentaje y numero en conjunto de los tres estratos lecheros del

cantén Mejia (n=41) de susceptibilidad y resistencia in vitro de Staphylococcus aureus

# de individuos

e # de individuos . . # de individuos

Nombre del antibiotico . resistencia .

resistente . sensible

Intermedia

Clindamicina (CC) 7(17.07) 1(2.44) 33(80.49)
Trimetropin/Sulfa(SXT) 3(7.32) 2(4.88) 36(87.80)
Linezolid (LNZ) 2(4.88) 0(0.00) 39(95.12)
Eritromicina (E) 5(12.20) 2(4.88) 34(82.93)
Tetraciclina (TE) 9(21.95) 5(12.20) 27(65.85)
Gentamicina (CN) 7(17.07) 0(0.00) 34(82.93)
Cefoxitin (FOX) 4(9.76) 0(0.00) 37(90.24)
Ciprofloxacina (CIP) 0(0.00) 1(2.44) 40(97.56)
Penicilina (P) 16(39.02) 0(0.00) 25(60.98)
Neomicina (N) 3(7.32) 0(0.00) 38(92.68)
Bacitracina (B) 7(17.07) 0(0.00) 34(82.93)

%: porcentaje
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Figura 12

Representacion de susceptibilidad antimicrobiana de S. aureus, frente a los once antibidticos

probado
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ANTIBIOTICOS
Multiresistencia

Los individuos resistentes a 3 o0 mds antibidticos se denomina multiresistente. Se
encontré que los individuos multiresistentes estan en propiedades o predios especificos, de los
cuales los pequefios por informacidon del propietario se verifico que son animales problema
(crénicos) o de descarte adquiridos de un estrato grande, por lo cual presentan resistencia hasta

7 antibioticos.

De los individuos multiresistentes ocho de ocho son resistentes a la penicilina(P)
representando un 100%, le sigue bacitracina (B) con un 87.5%, tetraciclina (TE) 75%,
clindamicina (CC) 62.5%, cefoxitin (FOX) 50%, eritromicina (E) 37.5%, gentamicina (CN) y

linezolid (LNZ) 25% respectivamente, trimetropin/sulfametoxazol (SXT) 12.5%.



Figura 10

Representacion de la multiresistencia antimicrobiana de S. aureus,

(MAR), en los tres estratos lecheros del cantdn Mejia
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Resistencia multiple a los antibidticos para S. aureus aislamientos de leche de vaca obtenida de

los estratos pequefios, medianos y grandes del canton Mejia (n = 11)

Tipo de Identificacion

Edad/afios CC SXT LNZ

E TE CN FOX CIP P N B

estrato de lavaca

Grande 23-G-A 3.5 R R R R R R
35-G-C 8 R R R R R
36-G-C 6 R R R R R R
43-G-C 3 R R R R

Mediana 11-M-G 4 R R R
12-M-G 7 R R R

Pequefio 46-P-I 5 R R R R
47-P-| 6 R R R R R R R

Antibidticos a los cuales S. aureus responde a una resistencia multiple (RAM): CC_clindamicina,
SXT_Trimetropin/sulfametoxazol, LNZ_linezolid, E _eritromicina,

TE_tetraciclina, CN_gentamicina, FOX_cefoxitin, CIP_ciprofloxacin, P_ penicilina,

N_neomicina, B_bacitracina.
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Figura 11

Antibiogramas donde se observo multiresistencia antimicrobiana de S. aureus

Figura 12
Antibiogramas de cepa Staphylococcus aureus ATCC, probada con once antibidticos

probados en la investigacion
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Resultados de los agares utilizados
En este estudio se obtuvieron resultados efectivos en cuanto al aislamiento del patégeno
procedente de la muestra recolectada; al inicio se utilizé Manitol salado como medio selectivo,
sin embargo, se determinaron multiples falsos positivos en la fermentacién del manitol, asi como
cambio en el color del manitol, ocasionado por bacilos y no por cocos, motivo por el cual se optd
utilizar Baird-Parker; con el cual se obtuvieron resultados favorables y un alto porcentaje de
efectividad y selectividad por los cocos Gram positivos. Las colonias de S. aureus en este agar
especifico se caracterizaban por ser redondas de un color negro profundo y brillantes, que se
notaban desde la primera siembra que es la dilucidn de la muestra directa en el agar Figural9. La
Unica dificultad con este medio de cultivo fue encontrar facilmente el suplemento de teltrito y
yema de huevo, ya que este medio de cultivo es utilizado cominmente solo en grandes industrias
de alimentos para determinar la presencia de S. aureus y es un suplemento costoso. El agar Baird-
Parker es utilizado en el analisis microbioldgico de alimentos para el consumo humano y animal

segln la normativa UNE-EN 1SO 6888-1:200.

Como método de confirmacion para S. aureus se utilizé agar cromogénico el cual como
lo indica (Zayas, Barreras, & Alvarez, 2013) detecta de manera selectiva las colonias de
Sthaphylococcus, las cepas que dieron positivas en agar Baird-Parker fueron sembradas en este
medio e incubadas a 37°C por 24 h. las colonias aisladas en el agar cromogénico se tifieron de
color azul intenso, debido al azul de anilina. A las cepas que fueron confirmadas como positivas
se les realizd la prueba de coagulasa, (S. aureus, es coagulasa positivo) (Sejas, Zurita, Rodriguez,
espinoza, & Sejas, 2016). Las cepas de coagulasa positiva se confirmaron mediante la prueba Bis

Plus.
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Se utilizé coagulasa liofilizada con EDTA y coagulasa casera obtenida de plasma de conejo,
se compard la eficiencia de estas con una cepa control y se obtuvieron equivalentes; las cepas

resultaron coagulasa negativa, se reportaron como negativas a S. aureus.

La conservacién de las cepas positivas S. aureus se realizé mediante el método de
congelacion. Primero se utilizé agua peptona y una escala McFarlan de 2 a 5, sin embargo, se
presentaron problemas en la reactivacién de las bacterias, por lo cual se conservd en BHI (Infusion
cerebro-corazén), para evitar problemas en la reactivacion de las cepas y una mejor conservacion
y como sustancia crioprotectora se utilizé glicerol. El caldo Brain Heart Infusion (BHI) es
recomendado como medio base debido a que este permite el crecimiento de una gran variedad

de microorganismos (Naranjo, Ortiz, & Bueno, 2016).

Discusion
Staphylococcus aureus es un patogeno frecuente en las infecciones de la glandula
mamaria bovina, que tiene gran relevancia debido a su dificil erradicacion segun su biotipo,

cuando se encuentra como agente causal de mastitis (De Vliegher et al., 2012).

Como objetivo de este estudio se planted identificar el perfil de resistencia

antimicrobiana de S. aureus en tres diferentes estratos lecheros

Tuchscherr et al., (2010) a asegura que Staphylococcus aureus, puede evitar la
respuesta inmune e inflamatoria del huésped, y regularia inversamente los factores de
virulencia. Esto justifica que el estudio, que algunas muestras negativas a mastitis a la prueba
CMT fueron tomadas como control para comparar con las muestras que presentaban mastitis en
grado dos y tres que hayan resultado positivas a S. aureus en al cultivo en medio Baird Parkery

confirmadas con pruebas bioquimicas.
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En esta investigacidn, se incluyd a trece haciendas lecheras que fueron clasificaron

segun el numero de animales en produccion, en tres estratos lecheros. De manera similar Acuiia
& Rivadeneira (2008), realizaron una clasificacion en 20 propiedades muestreadas con el fin
encontrar multiples diferencias entre el nimero y el manejo de los animales, se realizé una
categorizacion por el nivel tecnolégico y las buenas practicas de ordefio, creando un formato
con los diferentes factores de las BPA y colocdndoles una calificacién a cada item, para clasificar
en cuatro categorias A,B,Cy D; donde A representaba un excelente manejo en BPAy D un
deficiente. En la clasificacidn de hatos por nivel tecnolégico, donde el 60% de las haciendas de la
zona fueron tipo C (manejo regular de BPAs) y solo un 5% de tipo A (excelente manejo de BPAs),
lo cual muestra que hubo un numero desigual de hatos por cada categoria y diferentes grados
de mastitis por cada propiedad. Determinaron que el grado de infeccidn y la presencia de los
patdgenos responsables de la mastitis, dentro de estos S. aureus, que no tienen relacién al tipo
de hacienda, pues la infeccién intramamarias (1IM) es de origen multifactorial, y esta presente

en todas las haciendas muestreadas.

En el presente estudio al analizar las 125 muestras de leche de vacas con mastitis, de
diferentes fincas ubicadas en el cantdn Mejia, 41 fueron confirmadas como, positivas a S.
aureus, se determind que la prevalencia de mastitis en los tres estratos fue de 32,8%, y por
estrato con 66.66%, 21,81% y 32,69%, en estratos pequefios, medianos y grandes,
respectivamente. En el afio 2008 Acuia y Rivadeneira, realizaron un estudio en la provincia de
pichincha incluyendo la zona del canton Mejia, reportan en su estudio una prevalencia de S.
aureus del 34,64%, con un total de 141 animales muestreados con mastitis y 49 muestras
positivas a S. aureus, resultado similar al encontrado en nuestro estudio. En Tolima, Colombia,

Sénchez et al., (2018), muestrearon 12 propiedades, donde determinaron la prevalencia de 193
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cuartos mamarios con IIM de vacas Normando, de los cuales 60 cuartos fueron positivos a S.
aureus que representa una tasa del (31,1%). En Guaranda, se estimé una tasa del 26,9% de
prevalencia del patdgeno, del muestreo de 58 vacas en produccién, de cuatro diferentes
propiedades Andrade, (2018). Sin embargo, en Santa Fe, Argentina se reportd una prevalencia
mayor que la encontrada en este estudio, con un S. aureus, resultante de 129 muestras
procesadas y caracterizandose como el patégeno predominante en las IIM estudiada en esta
zona (Neder, 2015); En Riobamba, Ecuador reportaron, una frecuencia elevada del (83,3%),
resultado de un total de 18 muestras de 6 lugares diferentes, dando como positivas a coagulasa
15 de ellas (Landi et al., 2018), mostrandose como la prevalencia mas alta, en comparacién con

los trabajos vistos.

Los resultados de la prevalencia de S. aureus, son muy variados no solo dependiendo de
una zona o de diferentes paises, en los resultados del presente trabajo en un mismo cantén en
puntos diversos de las siete parroquias del cantdén Mejia, se distinguié una prevalencia segun el
tipo de estrato lechero y dentro de cada estrato se observé variaciones en la implementacién de
las buenas practicas agricolas (BPA), donde intervienen la sanidad animal, higiene en el ordefio,
bienestar animal y medio ambiente; la FAO (2011) y Agrocalidad (2012), mencionan en sus
manuales de BPAs, por este motivo se puede explicar la gran diferencia en la prevalencia entre

los estratos lecheros.

A nivel mundial se reportan que las infecciones intramamarias mas comunes son causadas
por S. aureus, este patdégeno es muy contagioso y esta vinculado con el manejo del proceso de
ordefo, clima, altura y sensibilidad antimicrobiana (Espinoza et al., 2013). La alta prevalencia de
S. aureus es una clara consecuencia de la una mala utilizacion de tratamientos antibiéticos y fallas

en el manejo provocando la contaminacién del area de ordefio (Morales et al., 2017). Segun
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Massawe et al., (2019), la negligencia de las haciendas en la higiene de la leche, desde el uso de
insumos necesarios para limpiar el area del ordefio, la ubre y hasta la limpieza y desinfeccion del
equipo mecanico de ordefo y los recipientes de almacenamiento, son las principales causas de la

infeccion.

Andrade & Sanchez (2018) aplicaron una encuesta identificando los puntos criticos de BPA
de las cuatro propiedades de su estudio; los lugares de estudio, concuerdan con no cumplir con
personal capacitado, agua potable, secado, despunte, sellado; la diferencia de la prevalencia de
mastitis por animal, que determinaron ser de origen contagioso con presencia de Staphylococcus
spp. y Streptococcus spp, se presentd en Producoorp con 43,1%, propiedad que no contaba con
instalaciones (ordefio al aire libre), la Unica que no cumplia con el lavado de ubre ni cuidado en
general de la higiene mamaria de las vacas; por lo contrario, Garza Pamba 13,8%, con la tasa mas
baja de prevalencia de mastitis; esta propiedad la Unica del estudio que contaba con un establo
para el ordefio y un manejo relativamente mejor de BPAs, marcando como diferencia frente a la

propiedad anterior, el lavado de la ubre antes del ordefio.

Sin embargo, en la mayor parte de los estudios realizados no se hizo una clasificacién de
este tipo, ni categorizacion por nimero de animales o por el tipo de manejo. La clasificacion
realizada en este estudio fue en base a la poblacidn bovina de las 13 fincas que aceptaron

participar.

En general respecto a los datos de los tres estratos lecheros, se pudo determinar que
Staphylococcus aureus, en el cantdon Mejia, provincia de Pichincha, Ecuador en el periodo Mayo -
septiembre del 2019, presentd su mas alta resistencia antimicrobiana a la penicilina (P) 39,02%,

seguido de la tetraciclina (TE) 21,95%, y un 17,07% de resistencia a la clindamicina (CC),
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gentamicina (CN) Y bacitracina (B), la eritromicina (E) con 12,20 %; los cinco restantes antibiéticos
tienen una resistencia bajo el 10% excepto ciprofloxacina (CIP) que represento una resistencia

nulay solo 2,44% de resistencia intermedia.

Los resultados del perfil de resistencia de S. aureus, aislado de leche bovina de diferentes
lugares de Colombia, coincidié que su tasa de resistencia elevada a la penicilina con respecto a los
otros antibidticos utilizados con un 23,1%, seguido por tetraciclina 18,5%, que se asimilan al orden
del perfil de resistencia al S. aureus, aislado en este estudio. En Guaranda, Ecuador se reporté a
S. aureus, con una resistencia alta a la penicilina (Andrade et al., 2018); en otros estudios la
penicilina presenta una resistencia mucho mds elevada del 74%, seguido de eritromicina 47%, y
una tasa del 21% a trimetoprim/sulfa y tetraciclina (Sanchez et al., 2018) en la regién de Anaime,
region lechera en Colombia, resultados similares se presentaron en Lurin, Perd aqui encontraron
una tasa del 65,62% frente a la penicilina, tetraciclina 34,37% y cefalexina 37,50% como tasas

significativas de resistencia (Morales et al., 2017).

La resistencia a la penicilina es alta en todos los estudios comparados en a la regién y en
paises representativos lecheros. la mayoria de estudios siguen un patrén de orden de la
resistencia de penicilina en primer lugar, seguido de tetraciclina como los antibiéticos a los

cuales S. aureus es resistente, en la zona de Sudamérica paises vecinos a Ecuador.

La eficiencia de agares especificos o no especificos para aislar S. aureus, es variada,
dependen del protocolo a utilizarse y de cdmo el investigador convenga, ya que en varios estudios
aseguran una alta eficiencia de Manitol salado (Acuia et al., 2008; Massawe et al., 2019), Agar

base S. aureus (Andrade, 2018) que son agares especificos para aislar esta bacteria; mientras que
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otros estudios simplemente aislaban con agar sangre entre otros mas tradicionales, no especificos
como (Sanchez et al., 2018; Bonifaz, 2016; Morales, 2017).

En el presente estudio se descartd el uso de Manitol Salado, por dar falsos positivos, se
encontraban bacilos en las dreas de fermentacién del manitol, por lo que se tomé la decisién de
implementar Baird Parker, que mostro gran eficiencia para aislar especificamente solo a S. aureus
y alta especificidad, por su suplemento de telurito y yema de huevo que daban la caracterizacion
de colonias negras redondas y brillantes. Finalmente, para confirmacion se utilizaba el agar cromo
génico S. aureus con 100% de especificidad; cave recalcar que la implementacién de estos agares
de aislamiento excelente a esta bacteria son costosos y Baird Parker necesita de un suplemento
de venta no muy comun; asi mismo varios estudios que implementaron a Baird Parker afirmando

su especificidad y eficiencia como (Neder et al., 2015; Landi et al., 2018; Jiménez et al., 2020).
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Capitulo V

Conclusiones y Recomendaciones

Conclusiones
En base a los resultados obtenidos en la presente investigacion se concluye que:

El analisis de la susceptibilidad in vitro de las cepas de Staphylococcus aureus aisladas de
infecciones intramamarias, mediante el método de Kirby Bauer (difusidn en disco), se identificd
la resistencia antimicrobiana mas alta con (39.02%) a penicilina, (21.95%) tetraciclina y en igual
proporcién del (17.07%) a clindamicina, bacitracina y gentamicina, y una resistencia baja de

(4.88%) a linezolid y nula en el caso del (0%) a ciprofloxacina, en los tres estratos lecheros.

El porcentaje de resistencia de Staphylococcus aureus, varia en cada estrato lechero
analizado en todos los antibiéticos empleados en este estudio por ejemplo el caso de la
penicilina en los estratos: grande (52.94%), mediano (33.33%), pequefio (25%), y diferentes

variaciones por cada antibidtico.

Los antibidticos como bacitracina y neomicina, ingredientes activos de antimastiticos
comerciales, en la actualidad el CLSI (Instituto de estandares para el laboratorio clinico) no
reporta como antibiéticos de uso para el control de infecciones intramamarias, pero son de uso

comun por los productores.

La presencia de S. aureus y otros agentes causales de mastitis, asi como su grado de
infeccidn, dependen multiples factores, por lo que al separar resultados de las muestras
tomadas por estratos o por nivel tecnolégico y de capacitacidn del personal, no determinan un

patrén especifico para saber qué factor es el causante de la presencia de la infeccidn.
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En este trabajo se aislé exitosamente Staphylococcus aureus de vacas afectadas con
mastitis subclinica de tres estratos lecheros del cantén Mejia mediante el uso del agar especifico
Baird Parker, ya que presento mayor eficiencia, frente a manitol y agar base S. aureus y cumple
con lanorma NTE. INEN 1528-2012.

La prueba bioquimica de confirmacidén permitié asegurar la presencia de la bacteriay
conservarla sin contaminacidn de otros patégenos presentes en el aislamiento de la muestra,
seguido de esto se reforzé la confirmacion con el kit bioquimico Bis Plus que identificaba género
y especie de las bacterias y asi se confirmd de manera confiable los Biales de S. aureus, y
proceder a realizar los antibiogramas.

Para reactivar y conservar biales de S. aureus, se implemento BHI (caldo cerebro,
corazon), como medio de cultivo efectivo, para una mayor preservacion de la bacteria; ya que
en este trabajo los biales conservados con agua peptonada, mostraron dificultad para la
reactivacién y viabilidad de conservacion.

Recomendaciones

Para un control efectivo de la mastitis, es importante identificar mediante el analisis de
laboratorio, los agentes causantes de la mastitis.

Se recomienda utilizar agares eficientes como en este estudio lo fue Baird Parker y kits
de identificacidn a nivel de género y especie, para identificar con una certeza del 100%, la
presencia de la bacteria.

Se recomienda a los profesionales que asesoran las ganaderias, realizar analisis de
laboratorio para determinar el patégeno especifico causante de la mastitis en el hato y realizar
un antibiograma, para evitar crear resistencia antibidtica en los animales que presentan

problemas.
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Se recomienda seguir con estudios de este tipo para evaluar la situacion sanitaria de los
sectores lecheros representativos del pais.

Se recomienda a los profesionales de la salud animal, y a los organismos que intervienen
en el bienestar animal, a las empresas que se abastecen de leche fresca a capacitar a los
productores en el manejo de buenas practicas de ordefo, la importancia de la sanidad del lugar
de ordenio, la limpieza de la ubre, y el bienestar animal, para mejorar la salud y produccién de los
animales y asi evitar pérdidas econdmicas y cuidar hasta de la salud de las personas involucradas

en la cadena productiva.
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