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SENSIBILIDAD A AGENTES ANTIMICROBIANOS DE PATOGENOS MASTITOGENICOS
AISLADOS EN LECHE DE VACAS DOBLE PROPOSITO*

Antimicrobial sensitivity of mastitogenics pathogens isolated from milk of dual purpose cows
Freddy Gutiérrez*, Milagros Diaz!, Yumaris Arias® y Eligio Rodriguez*
RESUMEN

La investigacion se realiz6 en diferentes unidades de produccion del municipio Guanare del estado
Portuguesa, durante febrero y marzo de 2013. El objetivo fue clasificar los patdgenos mastitogénicos
aislados en leche de vacas doble proposito y determinar la sensibilidad frente a agentes antimicrobianos.
Se recolectaron por muestreo intencional y asépticamente 45 muestras de leche cruda directamente del
pezén, con resultados de california mastitis test (CMT) desde trazas hasta 3 cruces. Los aislamientos se
realizaron con las instrucciones recomendadas por el National Mastitis Council. La sensibilidad y la
resistencia se determinaron por el método de difusion del disco en agar nutritivo siguiendo los lineamientos
del Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio. Se utilizaron 13 sensidiscos antimicrobianos:
cefalotina 30ug, cloramfenicol 30ug, clindamicina 2ug, eritromicina 15ug, kanamicina 30ug, lincomicina
2ug, penicilina 10ug, tetraciclina 30ug, vancomicina 30ug, sulfamethoxazole-trimethoprin SXT, rifampin
5ug, tobramicina 10 ug y neomicina 5mcg. Un total de 45 cepas de patégenos fueron aisladas, 29
Staphylococcus aureus, 11 Staphylococcus epidermidis, 3 Bacillus sp, 1 Acinetobacter sp. y 1
Arcanobacterium pyogenes. La cepa mas resistente fue Arcanobacterium pyogenes seguida de
Acinetobacter y Bacillus sp; mientras que las cepas de Staphylococcus aureus y Staphylococcus
epidermidis mostraron sensibilidad a la mayoria de los antimicrobianos probados.
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ABSTRACT

The investigation was carried out in different units of production of the Guanare Municipality, Portuguesa
State, during February and March 2013. The objective was to classify mastitogenics pathogens isolated in
milk dual purpose cows and to determine the antimicrobial sensibility. 45 samples were collected directly
of the stem by purposive sampling and aseptically, with results of California mastitis test from traces to 3
crosses. The isolations were carried out according with the instructions recommended for the National
Mastitis Council. The sensibility and the resistance were decided for the diffusion method the disk in
nutritious agar following the lineaments of the Institute of Clinical Standards and Laboratory. Antimicrobial
sensidiscs: cephalothin 30ug, chloramphenicol 30ug, clindamycin 2ug, erythromycin 15ug, kanamycin
30ug, lincomycin 2ug, penicillin 10ug, tetracycline 30ug, vancomycin 30ug, sulfamethoxazole-trimethoprin
SXT, rifampin 5ug, tobramycin 10 ug and neomycin 5mcg were used. A total of 45 strain of pathogens
were isolated, 29 Staphylococcus aureus, 11 Staphylococcus epidermides, 3 Bacillus sp., 1 Acinetobacter
sp. and 1 Arcanobacterium pyogenes. The more resistant strain was Arcanobacterium pyogeneses followed
by the Acinetobacter sp and Bacillus sp., while that the strains  of Staphylococcus aureus and
Staphylococcus epidermides showed sensibilities to most tested antimicrobials.
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INTRODUCCION

La inflamacion de la glandula mamaria
comunmente conocida como mastitis es una
enfermedad compleja por su etiologia,
patogenicidad, intensidad, duracion y secuelas. La
mastitis clinica se caracteriza por inflamacion,
rubor, calor, dolor y pérdida parcial de la funcion de
los cuartos o la glandula mamaria y en la leche se
observa la presencia de coagulos o grumos y su
color se torna amarillo o rojizo por la presencia de
pus o de sangre; en casos severos hay aumento de la
temperatura corporal y del pulso, decaimiento,
pérdida del apetito y baja de la produccion. La forma
subclinica se caracteriza por la ausencia de signos
clinicos en la ubre y la apariencia normal de la leche;
sin embargo, el recuento de las células somaticas se
encuentra aumentado (Radostits et al. 2002).

Los patdgenos causantes de mastitis pueden
ser clasificados, desde el punto de Vvista
epidemioldgico, en tres grandes grupos, de acuerdo
a su origen y forma de difundir en el rebafio lechero
(Scaramelli 1999; Chavez et al. 2000; Gentilini et
al. 2002) 1.-Patogenos contagiosos: La fuente de
infeccion son los cuartos de ubre infectados; su
transmision ocurre durante el ordefio a través de las
manos del ordefiador, pafios de secado o pezoneras.
En este grupo se ubican: Streptococcus agalactiae,
Staphylococcus aureus, Corynebacterium bovis,
Mycoplasma spp. y en ocasiones, Streptococcus
dysgalactiae, aunque este Gltimo puede tener origen
ambiental. 2.-Patdgenos ambientales: La fuente de
infeccion es el ambiente como la cama de paja o
aserrin, agua estancada, tierra, también pueden
encontrarse en la piel (pezén y abdomen) y en los
organos reproductores del animal. La infeccién
ocurre en cualquier momento, pero es frecuente en
el periodo que sigue al ordefio, durante el periodo
seco 0 descanso y durante los dias posteriores al
parto. En este grupo se incluyen: Streptococcus
uberis y otros estreptococos (a excepcion de
Streptococcus agalactiae), Enterococcus faecalis,
Enterococcus faecium, coliformes, Pseudomonas
aeruginosa, Nocardia asteroides, levaduras,
Prototheca zooffi, Arcanobacterium pyogenes,
Bacillus spp., y otros microorganismos que viven en
el ambiente de la vaca. El grado de infeccion de
estas bacterias tiende a incrementarse cuando las

condiciones favorecen su crecimiento
especialmente en éepoca de lluvia. 3.-Patdgenos
oportunistas: La fuente més importante de estos
microorganismos es la piel sana de la ubre y los
pezones y manos del ordefiador. La frecuencia de
infeccion por estos agentes es mayor durante el
periodo de reposo o seco, durante el cual la piel del
pezon no esta expuesta a los germicidas usados en
la desinfeccion de pezones post-ordefio. La
frecuencia de infecciones causadas por estos
microorganismos es elevada para el momento del
parto, pero disminuye drasticamente durante la
lactacion. Raramente generan casos clinicos, y si
surgen suelen ser moderados. Pueden infectar a
novillas en su primer parto. La mayoria de las
infecciones se curan espontaneamente En este grupo
se incluyen: Staphylococcus hycus, S. epidermidis,
S. hominis, S. intermedius, S. xilosus, S. simulans y
otras especies de Staphylococcus distintas a
Staphylococcus aureus; probablemente, algunos
estreptococos, podrian ubicarse en esta categoria.

La mastitis bovina es una de las enfermedades
que ocasiona mas gastos a la ganaderia venezolana
y del mundo, causa grandes pérdidas que limitan la
productividad de los rebafios lecheros, determinadas
por subproductividad de los cuartos infectados,
reduccion de la produccion de leche, leche mastitica
que debe descartarse, gastos por concepto de
medicina y aumento de los costos por utilizacion de
mano de obra especializada en el tratamiento de la
infeccion. En EUA se estima que el costo por afio
causado por la enfermedad es de 1,2 a 1,7 billones
de dolares, con pérdida anual por vaca de 184
dolares. En Colombia se calculan 41.580 pesos
diarios, por la presencia de mastitis subclinica
(Restrepo et al. 2012).

El uso indiscriminado de antibidticos en
algunos paises ha conllevado a un aumento en el
porcentaje de especies bacterianas resistentes a
diversos agentes antimicrobianos, las cuales han
sido aisladas de leche procedente de glandulas
mamarias con mastitis (Gentilini et al. 2000;
Kaszanyitzk et al. 2003). Esta resistencia trae como
consecuencia dos aspectos importantes, el primero,
una disminucién en la respuesta al tratamiento en
caso de mastitis clinica y el segundo, la transmision
de bacterias resistentes a los consumidores a través
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de la cadena alimentaria, mas aln cuando se
consumen productos elaborados a partir de leche
cruda (Tikofsky et al. 2006).

La identificacion de los agentes causales es
importante, por cuanto son indicadores de los
factores  predisponentes  existentes en las
explotaciones lecheras, permite la toma de
decisiones en el disefio de programas de control, es
una herramienta atil para evaluar la efectividad de
las medidas tomadas y permite seleccionar la
terapéutica sobre bases mas firmes (Scaramelli
1999). El objetivo del trabajo fue clasificar
patdgenos mastitogenicos aislados en leche de
vacas doble propdsito, en el municipio Guanare,
estado Portuguesa y determinar la sensibilidad
frente a agentes antimicrobianos.

MATERIALES Y METODOS
Diagnostico de mastitis

Se utilizé la prueba CMT para el diagnostico,
esta prueba permite estimar la existencia de la
enfermedad en forma subclinica y conocer
aproximadamente su nivel de gravedad (Bedolla y
Castafieda 2007). Para aislar el tipo de
microorganismo se asumié como mastitis
subclinica los niveles de CMT desde una cruz (+),
hasta tres cruces (+++).

Obtencion de la muestra

Las cepas de bacterias mastitogénicas
estudiadas fueron aisladas a partir de muestras de
leche de vacas doble proposito con mastitis,
ubicadas en cuatro unidades de produccion del
municipio Guanare estado Portuguesa, durante el
periodo no lluvioso de 2013 (febrero y marzo). Se
recolectaron 45 muestras con grado de mastitis
desde trazas hasta tres cruces y con signos y
sintomas clinicos de mastitis clinica y cronica.
Cada unidad de produccion fue visitada una vez,
durante el ordefio vespertino y luego de aplicada la
prueba de CMT fueron muestreados 10 ml de leche
por cuarto. Antes de la toma de muestras, los
pezones fueron desinfectados con alcohol 100%,
secados con papel absorbente y el primer chorro de
leche fue descartado en recipientes adecuados
(National Mastitis Council, NMC 1999).

Traslado de las muestras, aislamiento e
identificacion de cepas bacterianas

Las muestras de leche fueron trasladadas en
una cava con hielo, hasta al laboratorio de
microbiologia de la UNELLEZ-Guanare. La
siembra, aislamiento e identificacion de patdgenos
se realiz6 segiin MacFaddin (2003). Se sembr6 por
agotamiento en medios de agar sangre, agar
nutritivo, agar KF y agar Macconkey. Se incubd en
jarras GaspaK por 48 horas a una temperatura de 37°
C. Después de este periodo se observé cada medio
para determinar la presencia o ausencia de colonia
de microorganismos, en las placas con crecimiento
se realizd la coloracion Gram para una primera
clasificacion y luego se realizaron las pruebas segun
esquemas de identificacion bioquimica.

Sensibilidad y resistencia de patogenos

La sensibilidad y la resistencia de patdgenos se
determinaron por el método de difusion del disco en
agar nutritivo para cada una de las bacterias
aisladas, de acuerdo con los lineamientos del
Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio
(CLSI  2009), se utilizaron 13 agentes
antimicrobianos de los méas usados en el control y
prevencion de mastitis. Se escogieron los siguientes
sensidiscos: cefalotina 30ug, cloramfenicol 30ug,
clindamicina 2ug, eritromicina 15ug, kanamicina
30, lincomicina 2 ug, penicilinal0, tetraciclina 30
ug, Vvancomicina  30ug, sulfamethoxazole-
trimethoprin SXT, rifampin 5 ug, tobramicina 10 ug
y neomicina 5 mcg.

Cada bacteria se sembr6 en 5 ml de caldo o
infusion cerebro corazén, se incubd por 24 horas a
37°C. Luego la suspension se sembré con
aplicadores estériles en toda la superficie de las
placas de petri con 20 ml de agar nutritivo de un
grosor de 5 mm, se dej6 en reposo por un periodo de
3 minutos antes de colocar los sensidiscos, los
cuales estuvieron espaciados de manera que la
distancia a la pared de la placa fuese de 15 mm vy la
distancia entre ellos de 30 mm. Las muestras fueron
incubadas a 37° C por un periodo de 24 horas,
transcurrido el tiempo se procedié a medir con una
regla milimetrada la zona de inhibicion de los halos
alrededor de los discos. Los resultados fueron
analizados segun el tamafio del halo que presentd
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cada uno de los discos utilizados, clasificados como
sensibles, intermedios o resistentes, segun escalas
estandarizadas por CLSI (2009), mostrados en la
Tabla 1.

Anadlisis estadistico

Los resultados para las variables patdgeno
aislado y sensibilidad se analizaron mediante la
prueba de X2 de independencia; mientras que para
las variables tipo de agente bacteriano aislado y tipo
de mastitis se aplicd la prueba de hipdtesis para
estimacion de proporcionalidad, con un nivel de
confianza de 95%.

RESULTADOS Y DISCUSION

Clasificacion de los agentes bacterianos aislados

1. En el grupo de patogenos contagiosos
aislados, en mayor proporcion se encontrd
el Staphylococcus aureus, estuvo presente
en 41% de los casos de mastitis subclinica,
45% en clinica 14% en crénica (P<0,05)
(Fig. 1). Resultados similares fueron
obtenidos por Pellegrino et al. (2010)
quienes informaron que 66,66% de los casos
de mastitis subclinica fueron causados por
Staphylococcus aureus y  33,33% fue
causado por otras especies de bacterias.

2. En el grupo de ambientales, se aislaron
Bacillus sp, Acinetobacter sp. vy
Arcanobacterium pyogenes. Las cepas de
Bacillus sp. aisladas se encontraron (P<0,05)

en 33,3 % de todos los tipos mastitis (Fig. 1).
Las cepas de Acinetobacter sp. vy
Arcanobacterium pyogenes, se aislaron en
todos los cuartos con mastitis cronica
(P<0,05), debido a la posibilidad de mastitis
causadas por procesos traumaticos que
facilitan la penetracion de microorganismos
ambientales al interior de los pezones,
debido a que conforman parte de la
microflora normal del medio ambiente.

3. En el grupo de oportunistas fue aislado
Staphylococcus epidermidis en mastitis
clinica y cronica con incidencia 61 y 39%
(P<0,05), respectivamente  (Fig. 1).
Calderon. (2007), en sistemas
especializados reportaé que 11,3% de los
aislamientos correspondieron a micro-

organismos oportunistas como
Staphylococcus.
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Figura 1. Proporcién de microorganismos aislados segun
tipo de mastitis.

Tabla 1. Interpretacién del diametro de las zonas de inhibicion para patdégenos bacterianos mastitogénicos.

Zona de inhibicién (mm)

Antibidtico Concentracion Sensible Intermedio Resistente
(S) (1) (R)
Cefalotina 30ug >18 15-17 <14
Cloramfenicol 30ug >18 13-17 <12
Clindamicina 2ug >21 15-20 <14
Eritromicina 15 ug >23 14-22 <13
Kanamicina 30ug >18 14-17 <13
Lincomicina 2ug >22 16-21 <15
Penicilinap 10 ug >29 <28
Tetraciclina 30 ug >19 15-18 <14
Vancomicina 30ug >17 15-16 <14
Sulfamethoxazole trimethoprin SXT >16 11-15 <10
Rifampin Sug >20 17-19 <16
Tobramicina 10 ug >15 13-14 <12
Neomicina 5 ug >17 13-16 <16

Fuente: CLSI (2009).

94



Rev. Unell. Cienc. Tec. 32: 91-97. 2014.

Patron de sensibilidad de agentes mastitogénicos
aislados

En la Tabla 2 se presentan las caracteristicas
de sensibilidad. EI S. aureus fue sensible a
cefalotina, tetraciclina, rifampin, cloramfenicol,
tobramicina, penicilina, sulfamethoxazol-
trimethoprin,  kanamicina, clindamicina vy
vancomicina; mientras que para la eritromicina,
lincomicina la sensibilidad fue intermedia y resultd
resistente a la neomicina. Estos resultados fueron
similares a los informados por Farias et al. (2005)
y Valero et al. (2010), en el estado Zulia, y
diferentes a los encontrados por Acufia et al. (2008)
en Quito, Ecuador, quienes indicaron que la mayoria
de patogenos fueron resistentes a la penicilina.

Las cepas de S. epidermidis fueron sensibles
a cefalotina, tetraciclina, rifampicina, kanamicina,
penicilina, cloramfenicol y tobramicina; presentd
sensibilidad intermedia a lincomicina y fue
resistente a neomicina. Farias et al. (2005)
reportaron resultados similares en la region del
Zulia, informaron que 54,90% de los aislamientos
fueron susceptibles a 12 antimicrobianos probados.
De manera contraria, Medina (2000), en Guanare
Portuguesa, informé que S. epidermidis y S. aureus
fueron resistentes a todos los antibioticos usados en
el control y tratamiento de la mastitis.

Tabla 2. Sensibilidad de las cepas patdgenas aisladas en leche mastitica de vacas doble propdsito

[ Nk RMRITIIIN

=

La cepa de Bacillus sp. aislada en el presente
ensayo resultd sensible a cloramfenicol,
kanamicina, eritromicina y tetraciclina; de
sensibilidad intermedia a clindamicina, y resistente
a lincomicina, neomicina, cefalotina, penicilina,
sulfamethoxazol-trimethoprin y rifampin. Farias et
al. (2001) citd que Bacillus sp. aislado de leche
cruda con antimicrobianos fue multiresistente.

Las cepas de Acinetobacter sp. mostraron
comportamiento diferente, porque solo resultaron
sensibles a cloramfenicol, kanamicina, tetraciclina,
tobramicina y neomicina, y resistentes a los demas
antimicrobianos. El Arcanobacterium pyogenes fue
sensible a cefalotina, cloramfenicol, tetraciclina y
sulfamethoxazol-trimethoprin y resistente al resto
de los antibidticos probados, esta especie genera un
problema de multiresistencia marcado.

Hubo dependencia entre el tipo de patdgeno
aislado y la sensibilidad (Tabla 3) de cada uno de
ellos frente a los antibidticos probados (P<0,01), lo
que indica que cada microorganismo presentd un
patron de sensibilidad diferente.

Tabla 3. Relacion entre patégenos mastitogénicos aislados
y sensibilidad antibiotica.

Tipo de patégeno Sensibilidad
X2 280,4 67,56
Significancia ** (P<0,01) ** (P<0,01)

Pat6genos
1 2 3 4 1 2 3 4 511 2 3 4 5

Antibiético - % -

Cefalotina 30ug 0 0 0 0 O
Cloramfenicol 30ug 0 100 100 100| 10 20 0 0 O
Clindamicina 2ug o 0 28 30 [|logl o o
Eritromicina 15 ug 1 B4l 40 33 0 0
Kanamicina - 30 ug 21 10 0 0 O
Lincomicina 2 ug Ba kgl o o o0
Penicilina 10 ug 0 o 0 0 O
Tetraciclina 30 ug 0 o 0 0 O
Vancomicina 30ug 31 30 33 0 O
Sulfamethoxazole 14 20 0 0 O
trimethoprin

Rifampin 5 ug 3 0 33 0 O
Tobramicina 10 ug 14 10 33 0 O
Neomicina 5 mcg 11 40 0 0 O

1=S. aureus. 2= S. epidermidis. 3= Bacillus sp.. 4= Acinetobacter sp.. 5= Arcanobacterium pyogenes
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CONCLUSIONES

El patdgeno contagioso  aislado en mayor
proporcion fue Staphylococcus aureus, causante de
mastitis subclinica, clinica y cronica. En el grupo de
patdgenos ambientales se aislaron Bacillus sp,
Acinetobacter sp. y Arcanobacterium pyogenes,
causantes de mastitis cronica. En el grupo de
oportunistas  se  identific6  Staphylococcus
epidermidis y se relacion6 con los caso de mastitis
clinica y cronica.

Cada bacteria presentd dependencia con el tipo de
mastitis y el patron de sensibilidad antibidtica. EI S.
aureus, y S. epidermidis presentaron sensibilidad a
la mayoria de los antibidticos, a diferencia de
Bacillus sp., que presentd una menor sensibilidad a
la cantidad de antibioticos probados. Acinetobacter
sp. y Arcanobacterium pyogenes fueron los
microorganismos menos sensibles.
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