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RESUMEN

La mastitis clinica y subclinica infecciosa ocurre cuando uno o mas agentes etiolégicos ingresan al interior de la glandula
mamaria y le provocan cambios fisicos, quimicos y morfoldgicos. Para su control se utilizan diferentes antibiéticos que
eliminan la infeccién. El uso de tratamientos de manera empirica sin realizacién de pruebas ha llevado en la era moderna a
que los microrganismos desarrollen resistencia y multirresistencia. El objetivo de la investigacién fue determinar la eficacia
de tres marcas de selladores de pezén sobre la incidencia de mastitis subclinica bovina. Los cuartos mamarios de 120 vacas
fueron examinados y evaluados mediante la prueba california para el diagnéstico de mastitis (CMT) durante 3 rotaciones de 21
dias, dando un total de 360 observaciones. Las muestras positivas a CMT fueron llevadas al laboratorio para la identificacion
de Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus y Escherichia coli y mediante el método de difusion en disco se midio la
sensibilidad, resistencia y multirresistencia hacia los antibiéticos de uso mas frecuente en dos ganaderias del departamento de
Sonsonate en El Salvador. Los resultados indican que 13.88% de las vacas fueron positivas a CMT. Los selladores presentaron
niveles de protecciéon contra mastitis subclinica entre el 82.5% vy el 89.16%, sin presentar diferencia significativa entre ellos.
Escherichia coli fue el principal patégeno encontrado (42.85% de los aislamientos), seguido de Staphylococcus aureus (21.97%)
y Streptococcus spp. (16.48%). Ademas, se aisldé Staphylococcus coagulasa-negativo (18.68%); Streptococcus agalactiae no se
encontré en ningun aislamiento. Las bacterias aisladas presentaron un alto grado de resistencia a penicilina G y a ampicilina
(betalactamicos), ademas de presentar multirresistencia a las familias de aminoglucésidos, betalactamicos y quinolonas.

Palabras clave: mastitis subclinica; antibidticos, Prueba california de mastitis (CMT), resistencia bacteriana, multirresistencia
bacteriana.
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ABSTRACT

Infectious clinical and subclinical mastitis occurs when one or more etiological agents enter the interior of the mammary
gland and cause physical, chemical and morphological changes of the gland. Different antibiotics are used to eliminate mastitis
infection. The empirical use of antibiotic treatments without testing has led, in the modern era, to the development of resistance
and multi-resistance of microorganism to antibiotic therapy. The objective of the research was to determine the efficacy of three
brands of teat sealants on the incidence of subclinical bovine mastitis. The mammary quarters of 120 cows, in two herds of the
Department of Sonsonate, were examined and evaluated using the California Mastitis Diagnostic Test (CMT) during 3 rotations
of 21 days, for a total of 360 observations. The samples positive to CMT were taken to the laboratory for the identification of
Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus and Escherichia coli. The sensitivity, resistance and multi-resistance towards
the most frequently used antibiotics were determined by the disk diffusion method. The results indicated that 13.88% of the
cows were positive for CMT. The sealants presented levels of protection against subclinical mastitis between 82.5% and 89.16%,
with no significant difference among sealants. Escherichia coli was the main pathogen found (42.85% of the isolates), followed
by Staphylococcus aureus (21.97%) and Streptococcus spp. (16.48%). In addition, coagulase-negative Staphylococcus (18.68%) was
isolated; Streptococcus agalactiae was not found in any isolate. The isolated bacteria presented a high degree of resistance to
penicillin G and ampicillin (beta-lactams), in addition to presenting multi-resistance to the aminoglycoside, beta-lactam and
quinolone antibiotic families.

Keywords: subclinical mastitis; antibiotics, California mastitis test (CMT), bacterial resistance, bacterial multiresistance.

INTRODUCCION

La produccién de leche en El Salvador, es una de
las principales actividades productivas del sector
ganadero que ha generado 150 000 empleos a nivel
rural y produjo cerca de 500 millones de litros de
leche en 2015 (BCR, 2016); lo que representa un 60%
a 70% de las necesidades de consumo del pais, esto
refleja una produccion insuficiente para la demanda
actual.-

La mastitis es uno de los problemas que influye
en la disminucion de la produccién de leche en las
ganaderias y permite que la productividad anual en
el hato disminuya entre un 10% a 11% (Calvinho y
Tirante, 2005). Esta es una inflamacién de la glandula
mamaria ocasionada por lesiones traumaticas o la
entrada de microorganismos patégenos a su interior;
segln suseveridad,la mastitis se clasificacomoclinica
y subclinica, esta ultima es dificil de ver a simple
vista, ya que casi siempre los cuartos afectados y la
leche tienen apariencia normal, por lo que se vuelve
necesario realizar conteo de células somaticas para
su verificaciéon. La mastitis no sélo causa disminucion
en la calidad y la produccién lactea, también provoca
dano y en ocasiones la pérdida glandular; ademas
implica mano de obra extra, leche de desperdicio,
gastos por medicamentos e incremento de los costos

por concepto de reemplazos. Se reporta que el
porcentaje de vacas eliminadas por causa de mastitis
va de 1.3% hasta 25% anualmente (Olguin y Bernal,
s.f).

La mastitis subclinica afecta a todas las ganaderias
con un porcentaje variable entre 15% a 75% de
prevalencia (Merck, 2006), lo que limita la cantidad
de litros de leche aportada por los ganaderos para
solventar la demanda de productos lacteos.

Para mantener al minimo la prevalencia es necesaria
una desinfeccién post ordefio. La desinfeccién de
pezones mantiene sana la piel del pezén y ayuda
a cicatrizar heridas, ademas contribuye de forma
decisiva al control de mastitis, ya que mas del 50%
de nuevas infecciones de la ubre se pueden prevenir
desinfectando los pezones después de cada ordeio
con un producto efectivo. Entre los principales
componentesactivosen losdesinfectantesde pezones
se encuentran: yodo, clorhexidina, compuestos
anionicos acidos (acido sulfénico de alquil benceno),
cloro, amonios cuaternarios, acidos grasos (Callejo
Ramos, 2010). El sellador de pezén busca que el paso
al interior de la ubre quede bloqueado a los agentes
patégenos causantes de la mastitis.

Los patégenos causantes de la mastitis en ganado, se
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dividenenmayoresy menores: primeroseencuentran
los patégenos contagiosos (Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae y Mycoplasma bovis) vy
los patégenos medioambientales (Streptococcus
uberis y Streptococcus dysgalactiae) en cuanto a
coliformes se encuentran bacterias gram negativas
(Escherichia coli, Klebsiella spp. y Enterobacter spp.).
En el segundo grupo encontramos patégenos como:
Staphylococcus chromogenes, Staphylococcus
xylosus y Staphylococcus sciuri, Staphylococcus
warneri, Staphylococcus simulans y Staphylococcus
epidermidis, asi como Corynebacterium bovis (Ruiz,
2016). De todos estos, se seleccionaron tres patogenos
por ser los mas comunmente encontrados en otros
estudios y bibliografias (S. agalactiae, S. aureus y E.
coli).

Los agentes antimicrobianos han sido ampliamente
usados para el tratamiento de mastitis bovina. Existen
importantes razones para evaluar la resistencia a los
antibidticos, una de ellas es obtener informacién
que ayudari en la eleccién del antimicrobiano mas
adecuado para el tratamiento. Y la mas importante
desde el punto de vista de salud publica, que se enfoca
en la deteccidon temprana de cepas bacterianas con
resistencia multiple a distintos antibiéticos para
evitar la presencia de estas en la cadena de alimentos
de origen animal (Gianneechini et al., 2014).

Por estas razones el objetivo de la investigaciéon
fue; comparar tres de los selladores a base de yodo
disponibles en el mercado y determinar cudl provee
un porcentaje mayor de proteccion contra mastitis
subclinica, asi como medir la prevalencia; ademas
verificar la presencia de Streptococcus agalactiae,
Staphylococcus aureusy Escherichia coli,considerados
los principales agentes patégenos causantes de
mastitis, y determinar su sensibilidad, resistencia y
multirresistencia a los antibioticos mas comtinmente
utilizados en el tratamiento.

MATERIALES Y METODOS

Metodologia de campo: Ubicaciéon, duracion,
unidades experimentales

Elestudiosellevdacaboenel periodode junio - agosto
del afio 2017 en dos ganaderiaslecherasubicadasenel
municipio de Caluco departamento de Sonsonate en
El Salvador, que cuentan con sistemas de produccion
intensiva, manejo estabulado, ordefios mecanizados
y genética predominantemente Holstein con una
cantidad mayor a 120 vacas en orderfio.

Evaluacion de efectividad de selladores

Se utilizé un protocolo de ordefio que consiste en la
aplicacién de un sellador de barrera a base de yodo,
asi como en la realizacién de forma periddica la
prueba california de mastitis test (CMT). Se sigui6 el
protocolo de ordeno recomendado por la Cooperativa
La Salud de Sonsonate que incluia: lavado de manos,
despunte, resellado, secado, colocacién y lavado de
pezoneras y aplicacion de sellador.

Seleccion de unidades experimentales

Al inicio del estudio, se seleccionaron 60 vacas en
ordeno para cada ganaderia con resultado a prueba
CMT negativo, menos de 150 dias en lactancia,
condicién corporal mayor a 3.0 e historial de salud
normal. Las vacas fueron repartidas al azar en
tres grupos de tratamiento, que consistian en tres
diferentes selladores de pezon (a base de yodo). Las
vacas fueron identificadas por grupos con liston de
color diferente para cada sellador y se instruyé a los
ordenadores para usar el sellador correspondiente en
cada caso.

Aplicacion de los tratamientos

Elexperimentoconsistié entratar 120 vacas negativas
a CMT, divididas en grupos a las que se le aplicaron
uno de tres selladores a base de yodo activo (2200-
2500 ppm) durante 21 dias, 20 con el sellador A; 20
con sellador B; y 20 sellador C). Las vacas de ambas
ganaderias fueron preselladas con un desinfectante
con accién virucida, bactericida, fungicida y
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esporicida. Al final de un periodo de 21 dias se
realizé la prueba de CMT, y registré como negativas
a las vacas sin reaccion y positivas a las vacas que
presentaron reaccién grado Trazas o 1 en uno o mas
cuartos, las vacas positivas en al menos un cuarto de
la ubre se sustituyeron con una vaca negativa para
mantener el numero de vacas en estudio. Luego de

s

la prueba CMT, las vacas de cada grupo pasaron a
usar el siguiente sellador hasta que se completaron
los tres productos con intervalos de 21 dias cada uno
(Cuadro 1). Durante la prueba CMT, se anoto el grado
de reaccién en todos los cuartos de todas las vacas
de las ganaderias y asi se obtuvo el numero de casos
nuevos de mastitis dentro de cada tratamiento.

Cuadro 1. Dindmica de aplicacion y rotacion de selladores

Disefio metodolégico/ Unidades experimentales

Ganaderia 1 Ganaderia 2
UNIDADES 20 20 20 20 20 20
Periodo 1 A B C A B C
Periodo 2 C A B C A B
Periodo 3 B C A B C A
Lecturas obte- A =60 B=60 C=60 A =60 B=60 C=60
nidas por cada
sellador
TOTAL 180 180

Nota: Cada grupo de tratamiento por cada sellador comprendia 20 individuos.

Aislamiento, evaluacion de la sensibilidad y
resistencia a antibioticos

Recoleccion de muestras

Durante las pruebas de CMT, se escogieron diez
vacas positivas en cada ganaderia y se les realizé un
estudio de aislamiento de bacterias y sensibilidad
a antibioticos. Para obtener las muestras se realizé
una higienizacion de la ubre y el pezén y asi retirar
residuos contaminantes de la muestra. Las muestras
fueron tomadas de forma manual directamente
del pezén afectado por lo que se eliminaron los
primeros 2 o 3 chorros de leche y luego se recolecté
una cantidad suficiente (aproximadamente 150 ml)
en bolsas estériles y estas fueron transportadas en
hieleras con gel refrigerante a una temperatura
aproximada de 4°C hacia los laboratorios de Control
de Calidad Microbiolégico del Centro de Investigacion
y Desarrollo en Salud (CENSALUD) en la Universidad
de El Salvador donde eran procesadas.

Metodologia de laboratorio: aislamientos
bacterianos
Se siguieron los procedimientos establecidos
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por BAM (2016), para el aislamiento de bacterias
importantes parala mastitis: Streptococcus agalactiae,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli. Se realizé
una siembra primaria de cada una de las muestras
de leche para cada una de las tres bacterias en agua
peptonada bufferada (APB) (S. aureus, E. coli) y caldo
Brain Heart Infusion (BHI) (S. agalactiae); luego se
procedio a incubar por un periodo de 24-48 horas en
aerobiosis para S. aureus y E. coli, y anaerobiosis para
S. agalactiae.

Streptococcus agalactiae.

Después de su incubaciéon en BHI, se procedié a
realizar el siguiente procedimiento:

Agar Sangre: se inoculd en este medio y se incub6
en condiciones de anaerobiosis durante 24 horas,
esperando ver beta hemolisis.

Prueba de CAMP: para esto se procedié a sembrar
una estria de una cepa control de S. aureus y
perpendicularmente a esta (lo mas cerca posible sin
llegar a tocarla) se sembro la cepa de Streptococcus
spp. en estudio. Se dejé incubar por 24 horas a 35°C
en anaerobiosis y su interpretacion fue el sinergismo
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de hemdlisis causadas por ambas bacterias, en forma
de punta de flecha en la zona que estaba mas cercana
a ambas estrias (Julio et al., 2014).

Prueba de bilis esculina: se sembré directo de agar
sangreenestemediodondeseesperabaladegradacion
dela esculina con la presencia de un color verde olivo
oscuro hasta negro (Julio et al., 2014).

Prueba de la catalasa: se realizé de una colonia directa
de agar sangre colocada en un portaobjetos que tiene
solucién de perdéxido de hidrégeno al 2%, donde no
debia observarse aparicién de burbujas (BAM, 2016).

Tincién de gram: el resultado esperado debia ser
color morado que representa una bacteria gram + y
observar al microscopio cocos en cadena.

Staphylococcus aureus.

Después de su incubacién en APB se procedié a
inocular en agar Baird Parker, donde se esperé un
crecimiento de colonias redondas, negras y con un
halo transparente caracteristico de esta especie.

Prueba de la catalasa: se realizé de una colonia directa
de agar Baird Parker colocada en un portaobjetos que
tiene solucién de peréxido de hidrégeno al 2%, donde
no debia observarse aparicién de burbujas (BAM,
2016).

Procedimiento: Se colocaba una colonia crecida en
un portaobjetos de vidrio y se agregaba una gota
de peréxido de hidrégeno al 3% sobre esta, luego se
observaba burbujeo inmediato y vigoroso debido a la
produccion de oxigeno gaseoso.

Estafilococos son catalasa positivos, mientras que
estreptococos y enterococos son catalasa negativos
(Winn, et al., 2008).

Prueba de coagulasa: se transfirieron las

colonias sospechosas de S. aureus a pequernios
tubos conteniendo 0.2-0.3 ml de caldo BHI y se
emulsionaron a fondo; se incubé en suspension por
18-24 horas a 35-37°C, luego se le agregé 0.5 ml de
plasma al cultivo BHI y se mezcldé profundamente;,

se incubd a 35-37°C durante 6 horas. Se examino la
formacion de un coagulo (BAM, 2016).

Tincién de gram: el resultado esperado debia ser

color morado que representa una bacteria gram +
observando al microscopio cocos en racimo.

Escherichia coli

Luego de haber inoculado en APB durante 24 horas,
se procedio a realizar las siguientes pruebas:

VRBA: de APB se sembro por placa vertida en agar
bilis rojo violeta (VRBA) incubado en aerobiosis a
35°C por 18-24 h. (debian crecer colonias planas color
rosa con decoloracién del medio) (BAM, 2016).

Pruel 5 ia d lif fecales (EC)
se inoculd con tres asadas de cada colonia positiva
a VRBA un tubo que contenia 10 ml de caldo EC y
tubo de Durham, para comprobar la presencia de
coliformes fecales. Se incubé durante 24-48 horas a
44 5°C, luego del periodo de incubacion se observaron
los tubos. Si habia turbidez y produccién de gas, la
prueba se consideraba positiva (BAM, 2016).

Pr nfir iv ra Escherichia coli (EMB, Rapi

tomoé una asada de cada uno de los tubos positivos

en caldo EC y se sembré por estria cruzada en agar
eosina azul de metileno (EMB), se incubaron las
placas invertidas a 35°C por 18-24 h, se seleccionaron
dos colonias de cada placa con la siguiente morfologia
colonial: colonias planas con o sin brillo metalico
(EMB). Si no habia colonias con morfologia tipica,
se probd una o mas colonias lo mas parecido E. coli,
para realizar las pruebas de morfologia microscdpica,
se seleccionaron colonias caracteristicas de E. coli y
se sembraron por estria cruzada en agar Rapid Hi-
Coliform y se incubaron las placas a 37°C por 18-24
h. se hizo la observacién macroscépica en presencia
de luz ultravioleta, el cual presenta un color verde
fluorescente. Para las muestras sembradas en
chromocult se observaba un crecimiento de colonias
azul o violeta (BAM, 2016).

Tinciéon gram: el resultado esperado debia ser
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color rosado que representa una bacteria gram -
observando al microscopio la presencia de bacilos
cortos o cocobacilos (Camacho et al., 2009).

Mantenimiento de aislados para evaluacion de
sensibilidad/ resistencia

Todas las bacterias aisladas fueron conservadas en
Tripticasa Soya Agar (TSA) en refrigeraciéon hasta
la realizacién de las pruebas de sensibilidad a los
antimicrobianos.

Prueba de sensibilidad de las bacterias a
antibiotico (método de discos por difusion)

Los antibiéticos evaluados fueron: ampicilina
(AMP), amoxicilina con &cido clavulanico (AMC),
enrofloxacina (ENR), gentamicina (CN), neomicina (N)
v penicilina G (P). Estos antibidticos son los utilizados
en el tratamiento de la mastitis subclinica en las
ganaderias en estudio.

Preparacion del indculo: se suspendieron de 3-5

colonias de la bacteria en estudio (cultivo reciente en
TSA nomayor a 24 horas)alaescala 0.5de McFarland.

Inoculacién de placas: se impregnd un hisopo estéril
en la suspensién, y se removio el exceso de liquido
rotando el hisopo sobre la pared interior del tubo. Se
inoculd la superficie de las placas con agar Miiller-
Hinton y se estrié en tres direcciones distintas,
inoculando toda la placa uniformemente (Erna,
2002).

Abplicacién de sensidisco: Los discos se colocaron
sobre la superficie del agar Miiller-Hinton con ayuda
de una pinza estéril haciendo leve presion para
asegurar el contacto completo del disco con el agar,
la cantidad de los discos dependia del didmetro de
la caja Petri, siendo asi 12 unidades en placas de 150
mm de didmetro y 5 unidades en placas de 100 mm
de diametro, con una separacién de 24-25 mm (del
centro de un sensidisco al otro mas cercano).

Incubacion: se incubaron en aerobiosis y anaerobiosis
(Streptococcus spp) a 35°C por 24 horas posterior a la
aplicacion de los discos (Erna, 2002).

&;‘F

Lectura e interpretacién de resultados: después
del periodo de incubacién, se midié el didmetro de
las zonas (Figura 1) de completa inhibiciéon con un
calibrador o pie de rey. Se observé con luz y con
fondo negro, para poder visualizar mejor el halo. La
interpretacién de los didmetros de inhibicién fue
interpretada segun las tablas propuestas por Clinical
& Laboratory Standards (NCCLS, 2002).

Figura 1. Placa con resultados sensibles y resistentes

Analisis de datos

El efecto de tres selladores sobre la incidencia de
mastitis subclinica en dos ganaderias y tres periodos,
se evalué mediante la prueba de Chi-cuadrada. Se
utilizé el programa IBM SPSS STATISTICS versién
25 y con dos grados de libertad y una probabilidad
de 5%. Los datos de aislamientos y antibiogramas se
presentan en cuadros y graficos que son descritos y
discutidos en relaciéon con la literatura pertinente
y las condiciones del estudio. Los aislamientos se
presentaron como numero de positivos y negativos
en relacion con las muestras analizadas para cada
bacteria en una tabla de contingencia e interpretada
mediante estadistica descriptiva.

RESULTADOS Y DISCUSION

Prevalencia de mastitis subclinica y efectividad
de los selladores

Se determinaron los resultados de la prueba
de California Mastitis Test (CMT) para mastitis
subclinica en 360 totales por las dos ganaderias.
Los valores globales de resultados para CMT en las
vacas incluidas en el estudio, independientemente
del sellador usado, se muestran en el Cuadro 2 y se
resumen en el Figura 2. Estos corresponden a 310
(86.11%) casos negativos y 50 (13.88 %) casos positivos.
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Cuadro 2. Resultados de prueba California mastitis Test (CMT) en vacas en orderio en dos ganaderias lecheras de Sonsonate, El

Salvador.
Vacas / Vacas positivas Vacas negativas TOTAL
Ganaderia Casos % Casos % Casos
Ganaderia 1 29 16.11 151 83.89 180
Ganaderia 2 21 11.66 159 88.33 180
TOTAL 50 13.88 310 86.11 360
100%
86.11%
20%
60%
a40%
—— 13.89%
TOTAL

B Vacas negativas a CMT: 310 B \acas postivasa OMT: S0

Figura 2. Porcentaje de vacas totales en estudio positivas y negativas a prueba CMT (n=360).

Se observoé que los selladores en estudio presentaron higiénico. En el Figura 3, se presenta el resultado
niveles de proteccion aceptables contra mastitis, global de las dos ganaderias y los tres periodos para
lo que permitié solamente entre un 11.66% - 16.11% los selladores en estudio. El nivel de proteccién fue
de incidencia de mastitis subclinica en las vacas similar entre ellos con un rango de 82.5% a 89.17%.

del estudio en conjuncién con los pasos de ordeio

100.00%

89.16% 88.33%

90.00%

82.50%

= Sellador A m Sellador B m Sellador C

50.00%

Efectividad

40.00%

30.00%

20.00%

10.00%

Figura 3. Porcentaje de vacas con prueba CMT negativa después de 3 rotaciones de 21 dias de uso de diferentes selladores de
pezén
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La prueba de chi cuadrado dio como resultado un
valor calculado de 1.10, que es menor al valor de
tabla 5.99 (a una probabilidad de 0.05), por lo tanto,
se asume que el efecto de los diferentes selladores
sobre la presentacién de casos nuevos de mastitis
subclinica no es significativo. Los que se interpreta
que cualquiera de ellos tendra un efecto similar sobre
el control de la mastitis subclinica.

Segun el National Mastitis Council (Tirante, 2007),
para que un sellador de pezén pueda considerarse
eficaz debe reducir el porcentaje de nuevas
infecciones intramamarias en mas del 40%. Chavez
(2010), afirma que esta suficientemente comprobado
que la practica de sellado disminuye en un 50% las
nuevas infecciones en el hato cuando se realiza con
un producto de eficacia probada. Los resultados de
esta investigacion muestran que se puede evitar los
nuevos casos de mastitis en un porcentaje superior
al 80% cuando se usa los selladores evaluados en este
estudio.

En un estudio realizado en Costa Rica, los selladores
de barrera de pezén a base de Iodo-povidona
protegieron un 89.65%, también observaron que
el sellador disminuyé en un 66% las infecciones
causadas por Staphylococcus aureus y en un 100%
las causadas por coliformes fecales (Fernandez et al.,
2008).

En México un estudio en el que se trabajé con 222
animales alojados en corrales humedos y sucios
reveld que al hacer la aplicacién de un sellador de
barrera permitié nada mas un 3% de casos de mastitis
en un periodo de 18 dias de tratamiento (Caro, 2011);
estas condiciones ambientales son similares a las del
presente estudio, para el cual los animales siempre
llegaban al orderio con una capa de lodo y excretas en
la parte ventral de su cuerpo.

En un estudio realizado en Uruguay, se evalud
la incidencia de las infecciones intramamarias
comparando dos selladores de barrera a base de yodo
en tres establecimientos, los resultados (63% y 60%)
mostraron que no hubo diferencias significativas en
la prevencién de infecciones intramamarias entre los
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dos selladores evaluados (Pagliano 2016).

Aislamientos bacterianos

Se buscé aislar tres de las bacterias importantes para
mastitis en vacas positivas a CMT, para conocer si
son las mas comunes en las ganaderias salvadoreias.
De las 60 muestras de vacas positivas a CMT, se
descartaron trece debido a que los animales estaban
en tratamiento antibiético al momento del muestreo,
lo que interferiria con el aislamiento, debido a esto se
trabajo con 47 muestras de este total se obtuvieron
94 aislamientos de microorganismos considerados
de interés para la mastitis subclinica en esta
investigacion.

Los porcentajes correspondientes de aislamientos
fueron Streptococcus spp. (16.48%), Staphylococcus
aureus (21.97%), Staphylococcus coagulasa negativa
(18.68%) y Escherichia coli (42.85%) (Cuadro 3). Es de
notar que Streptococcus agalactiae fue buscado en
este trabajo pues en la literatura y estudios previos
a esta investigacion lo senalan como uno de los
principales agentes etioldgicos en mastitis (Wolter et
al., 2015); sin embargo, no se encontro ningun aislado
correspondiente a este microorganismo. Por otra
parte, del total de las 47 muestras positivas a CMT,
se aislé Streptococcus spp. en 31.91%, Staphylococcus
spp. en 40.65 %, v Escherichia coli en 68.08 % (Cuadro
3).

A pesar que no se identifico Streptococcus agalactiae,
la prevalencia de otras especies de Streptococcus
fue de 16.48% en este estudio (Cuadro 3), lo que es
comparable con investigaciones cuyos resultados
son similares en América Latina, por ejemplo en
Brasil la prevalencia de Streptococcus spp. en hatos
con ordefio mecanico fue de 12,9% (Ruiz et al., 2011).
En Argentina fue de 12,5% (Calvinho y Tirante,
2005), Colombia de 4,1% (Becerra et al., 2014) y 19.5%
reportado en Uruguay (Giannenchi et al., 2014).

De los tres géneros de interés, Staphylococcus
aureus se presentd en un 21.97% y 18.68% para
Staphylococcus coagulasa negativo (Cuadro 3). En un
trabajo reciente en El Salvador, Perla y Herrera (2017)

Revista Agrociencia e ISSN 2522-6509 e septiembre-diciembre 2020 e Afio IV, Numero 17 121



Cuadro 3. Microorganismos aislados en muestras de leche provenientes de vacas positivas a CMT. (Total de pruebas = 360, total
de muestras positivas = 47).

. . Muestras positivas . .
Microorganismos Aislados obtenidos de cada
. CMT (+) para cada . .
aislados. . . Microorganismo
microorganismo
No. % A* B* C* TOTAL %
Streptococcus 47
. 0 0 0 0 0 0 0.00%
agalactiae
Streptococcus spp 47 15 31.91% 3 6 6 15 16.48%
Staphylococcus 47
16 34.04% 4 9 3 23 21.97%
aureus
Staphylococcus 47 5
. 17 36.17% 6 6 17 18.68%
coagulasa negativa
Escherichia coli 47 32 68.08% 6 14 12 39 42.85%
TOTAL 94 100.00%

*A = Tensolac; B = Io Shield; C= Scud. Se aislaron dos de los tres microorganismos de interés en la investigacion, y para el caso de los géneros
Streptococcus y Staphylococcus se identificaron de manera general otras especies no contempladas inicialmente en el estudio.

reportaron que Staphylococcus aureus se encontrd
en un 22.61% de todos los aislamientos de muestras
de leche provenientes de ganaderias con ordeio
manual, lo que se asemeja a lo encontrado en estudio
actual con ordefio mecanico.

Diferentes estudios han sefalado a Staphylococcus
aureus como uno de los principales causantes de
mastitis. En Monteria, Colombia, se evaluaron 2,854
vacas de 40 fincas especializadas y encontraron a S.
aureus (29.09%) como principal patégeno (Calderén y
Rodriguez, 2008). En Brasil se estudiaron 185 vacas en
11 propiedadesproductorasdeleche bovina del estado
de Pernambuco; seis con ordefio manual y cinco con
ordefio mecanico (Ruiz et al.,, 2011), determinando
una prevalencia de Staphylococcus spp. en ordeno
mecanico del 36.4%. Otros reportes de prevalencias
de S. aureus en Suramérica son 13.9% (Calvinho y
Tirante, 2005), 74.4% (Mendoza et al. 2017), y 6.6 %
(Becerra et al.,, 2014). Los bajos valores encontrados
en los ultimos dos estudios probablemente se deban
a que fueron desarrollados en ganaderias con buen
nivel tecnolégico y de higiene.

Escherichia coli presenté una prevalencia de 38.55%

en esta investigacion (Cuadro 3), un valor mayor
al reportado por otra investigacién realizada en
El Salvador con una prevalencia de E. coli (17.85%)
(Perla y Herrera 2017). Probablemente el valor mayor
en el estudio actual se deba a que las vacas estaban
estabuladas con una densidad alta que permitia
mayor contacto con material fecal, mientras que en el
otro caso se usaron ganaderias mas extensivas. Otros
estudios han reportado prevalencias de E. coli de
13.3% en Colombia (Mendoza et al., 2017) y se observa
un menor porcentaje de presentacion a diferencia de
los resultados obtenidos en El Salvador.

E. coli se encuentra en el ambiente, no forma parte
de la microbiota normal del ubre de la vaca. Estos
microorganismos se consideran contaminantes
medioambientales y han sido sefialados como agentes
causales hasta en un 97.5% en otras explotaciones
en regiones tropicales (Olivarez et al., 2015). Por el
contrario de los agentes patdgenos contagiosos de
la mastitis, se localizan principalmente en el medio
que rodea a la vaca. Las bacterias pertenecen a la
microbiota normal del ambiente y se encuentran en

cada establo (Wolter et al., 2015).
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Es posible que estos patégenos estén aumentando
debido a las fallas observadas en las practicas
de prevencién y control de la mastitis, como
en la implementacién de la higiene de la ubre
antes del ordeino o la presencia de excretas en el
ambiente, asi como aguas encharcadas y lodazales,
contaminando las zonas de descanso y la sala de
ordefio. Segin Calderéon y Rodriguez (2008), las
malas practicas ganaderas en la implementacion de
las medidas profilacticas, hace que algunos de estos
microorganismos puedan llegar a desarrollar signos
sistémicos en la vaca e incluso, provocar la muerte.

Resultados de sensibilidad antimicrobiana a los
antibioticos

De un total de 47 muestras de leche de vacas positivas
a mastitis subclinica, se evaluaron los perfiles
de resistencia de los microorganismos de interés
aislados.

Streptococcus spp.

Basados en los datos obtenidos, los antibioticos
que mas eficacia tiene contra Streptococcus spp.,
son: gentamicina (CN) y enrofloxacina (ENR), ya
que sus niveles de sensibilidad fueron entre el 93
- 100% (Figura 4), mientras que fue 80% sensible
a neomicina (N). Diferentes autores recomiendan
el uso de aminoglucésidos (entre ellos CN y N)
para el tratamiento de mastitis subclinica, los
resultados obtenidos en este estudio respaldan dicha
recomendacién.

De los antibiéticos que pertenecen al grupo de los
betalactamicos, se encontré el 100% de resistencia
a penicilina (P), 93% a ampicilina (AMP) y 60% de
resistencia para amoxicilina mas acido clavulanico
(AMC). Garcia et al. (2000), sugiere que el uso de
betalactamicos (P y AMP) no es recomendable,
aunque si estos antibioticos llevan acido clavulanico
tienen mayor efectividad como en el caso de (AMC)
debido a que ese componente inhibe la accién de las
betalactamasas, que son las enzimas bacterianas que
las hacen resistentes a esta familia de antibiéticos,
lo que nos deja un porcentaje de sensibilidad en este
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estudio de 27% para ayudar a combatir infecciéon por
Streptococcus spp.

Estudios realizados en Suramérica en vacas con
mastitis, han mostrado resistencia de Streptococcus
spp. a antibiéticos. En Colombia se reporté resultados
de 21% de resistencia a ampicilina (Cruz et al., 2007).
En Paraguay, se presenté un 20% de resistencia a
gentamicina, un 64% a penicilina, un 56% a ampicilina
y un 88% a neomicina (Florentin, 2007). La resistencia
de alto nivel frente a aminoglucésidos puede ser por
mutacién ribosémica o por inactivacién enzimatica
de una adeniltransferasa. La resistencia de alto nivel
se traduce en la anulacién del sinergismo bactericida
entre el aminoglucadsido y los betalactamicos (Gilbert,
2000).

Staphylococcus aureus

Para S. aureus los antibidticos mas efectivos
fueron neomicina con 87% de sensibilidad, 78%
gentamicina, amoxicilina con 4cido clavulanico con
70% y enrofloxacina con 87 % de sensibilidad. Por
otra parte, los menos efectivos fueron penicilina con
87% y ampicilina con 73 % de resistencia (Figura 5).
La penicilina fue el antibiético menos eficaz contra
Staphylococcus aureus en este estudio. Para penicilina
se observan resultados similares en estudios
realizados en El Salvador por Perla y Herrera (2017),
quienes encontraron una resistencia de 57.14% a
penicilina y en Nicaragua un 16.7% de resistencia
(Aguirre y Zeledén, 2007), porcentajes menores que
el de esta investigacién.

En Santa Fe, Argentina, Russi (2008), reporté que
un 48.4% de los aislamientos fueron considerados
resistentes a la penicilina. Otros reportes, han
mostrado menores porcentajes en resistencias, tal
es el caso de Argentina donde reporto un 22.2%
(Pellegrino et al., 2011), Venezuela 12.4% (Valero et al.,
2010) y El Salvador 5.71% (Arreces, 2015).

Escherichia coli

Para E.coli se encontré6 97% de sensibilidad a
gentamicina, 92% a enrofloxacina y 87.17% a
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Figura 4. Perfil de sensibilidad antibiética en aislados de Streptococcus spp. en muestras de leches con reaccién positiva a CMT
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Figura 5. Perfil de sensibilidad antibiética en aislados de S. aureus en muestras de leches con reaccién positiva a CMT (n=16).

neomicina (Figura 4). A su vez, estos aislados
presentaron mayores resistencias a penicilina
100% y ampicilina 58.97%, ambos betalactamicos;
y una menor resistencia a amoxicilina mas acido
clavulanico 28% (Figura 6).

En este estudio de sensibilidad en placa, los
aislamientos de E. coli mostraron elevada sensibilidad
a gentamicina, enrofloxacina y neomicina. Sumano
y Ocampo (2008), sefiala que la accion de algunos
antibiéticos como gentamicina puede ser limitada

124 Revista Agrociencia e ISSN 2522-6509 e septiembre-diciembre 2020 ¢ Afio IV, Ntiimero 17



por la capacidad del fairmaco de actuar en la zona, su
uso no es viable porque no alcanza concentraciones
adecuadas en la glandula mamaria y tiene efectos
nulos en presencia de leche u otras secreciones. Por
lo tanto, los resultados utilizados en campo podrian
no coincidir con los resultados en este estudio; debido
a que estos antibioticos resultaron ser sumamente
efectivos contra E. coli, pero segun este autor en la
practica no seria viable su uso.

Estudios previos han reportado resistencias de E. coli
a los antibidticos como a ampicilina (76.5%) (Jiménez
etal, 2017)y a penicilina (93%) (Perla y Herrera, 2017).

El desarrollo de resistencia a antibiéticos en bacterias
causantes de mastitis subclinica en las ganaderias,
puede relacionarse al uso indiscriminado de
antibiéticos que no son recetados, controlados o
supervisados por médicos veterinarios, ademas de
cambios genéticos o mecanismos adaptativos de las
bacterias para enfrentar la accion de éstos.

En el caso de los antimicrobianos, se producen
problemas cuando se emplean para tratar
enfermedades que no corresponde utilizarlos en
dosis inapropiadas, durante periodos de tiempo
inadecuadoy en preparaciéon farmacéutica incorrecta
(OMS, 2001).

\!;'__.‘P

Las bacterias causantes de mastitis y el desarrollo
de resistencia a los antibiéticos podrian tener
implicaciones en la salud humana. El abuso vy el uso
indebido de antibiéticos en animales y humanos
estdn contribuyendo al aumento de la amenaza
que representa la resistencia a los antimicrobianos.
Algunos tipos de bacterias causantes de infecciones
humanas graves, ya son resistentes a la mayoria o
a la totalidad de los tratamientos disponibles, lo que
deja pocas alternativas prometedoras en fase de
investigacion (Lindmeier, 2017).

Los resultados de este estudio muestran que los
antibiéticos penicilina y ampicilina, han perdido
eficacia en el control de bacterias importantes para
mastitis. Los niveles de resistencia encontrados para
penicilina fueron 100% en Streptococcus spp, 87%
para Staphylococcus aureus y 100% para Escherichia
coli, mientrasque paraampicilinalaresistencia fueron
93% Streptococcus spp., 73% para Staphylococcus
aureus y 58.97% Escherichia coli. Por lo tanto, su uso
a nivel de campo podria tener un impacto limitado
en el control de la mastitis. Resultado esperado para
E. coli pues naturalmente puede producir enzimas
betalactamasas cromosémicas o extra cromosémicas
que le confieren resistencia a los betalactamicos
(Miranda, 2013).
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Resultados de multirresistencia bacteriana a
antibioticos

Aquellos microrganismos resistentes a uno o
mas clases de antibidticos son clasificados como
multirresistentes.
porcentajes obtenidos por bacteria, a las distintas
multirresistencia que se obtuvieron de las tres
familias a las que pertenecen los antibidticos en
estudio.

La Figura 7, muestra los

El perfil de multirresistencia obtenido para los 15
aislados del género de Streptococcus indicé que tres
de ellos (6.38%) presentaron multirresistencia a la
combinacion de las familias de los betalactidmicos
junto con aminoglucésidos, también hubo
una muestra que presentd multirresistencia a
betalactadmicos y quinolonas, siendo los antibiéticos
masresistentes, los de la familia de los betalactamicos.

De las bacterias aisladas de las muestras de leche
con mastitis subclinica, se identificaron cepas
multirresistentes de S. aureus a dos interacciones
de familias e incluso a la multirresistencia de las
tres familias de antibiéticos en estudio, siendo sus
valores para betalactdmicos y quinolonas de 2.12%
y también para betalactamicos y aminoglucésidos,
con un 6.38%, dentro de las que los antibiéticos
con mas multirresistencia fueron: amoxicilina mas

12%

acido clavulanico, ampicilina y penicilina para el
grupo de los betalactdmicos y gentamicina para los
aminoglucésidos.

En Argentina, se reporté un 19% de cepas de S. aureus
con multirresistencia a las familias de betalactamicos
y aminoglucoésidos (Pellegrino et al., 2011), mostrando
similitud con el presente estudio. Perla y Herrera
(2017), mencionan que las bacterias que evaluaron
presentaron multirresistencia, y el 87% mostré
resistencia a antibiéticos pertenecientes al grupo de
los betalactamicos.

Para el género Escherichia coli, se lograron identificar
siete aislados multirresistentes a dos familias de
antibiéticosevaluados, para los que la combinaciéon de
betalactamicos con aminoglucésidos fue la mas alta
con un 10.63% y quinolona mas betalactamicos con
4.25%; el grupo de los betalactamicos es la familia con
mas resistencia bacteriana observada, y la penicilina
resistente en el 100% de los aislados. Entre algunos
mecanismos de resistencia que se le pueden atribuir a
Escherichia coli, esta la produccion de betalactamasas,
enzimas que se caracterizan por hidrolizar el enlace
amida del nucleo betalactamico, inactivando de
esta manera el antibiético. También hay mutaciones
puntuales que generan el cambio de aminoacidos en
la enzima blanca del antibidtico (Mosquito et al, 2011).

10.63%
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2%
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Staphylococ cus aureus.
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Figura 7. Perfil de multirresistencia antibidtica aislados de muestras de leches con reaccion positiva a CMT (N=15 S. spp; N= 16
S. aureus; N= 47 E.coli).
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CONCLUSIONES

Los tres selladores a base de yodo evaluados en esta
investigacion demostraron tener una buena tasa de
proteccidn (86.12%) en la prevencion de la mastitis
subclinica; independientemente de su formulacién,
produjeron un nivel de proteccién similar en la
presentacién de casos nuevos de mastitis subclinica
en vacas.

Streptococcus agalactiae no es uno de los patégenos
mas prevalentes en los casos de mastitis encontrados
en las ganaderias en estudio. Los resultados de esta
investigacién sugieren que existe contaminaciéon
ambiental en el proceso de ordefio, ya que el mayor
agente etioldgico aislado fue Escherichia coli que es
una bacteria ambiental.

Existe resistencia a antibidticos en Streptococcus
spp., Staphylococcus aureus y Escherichia coli en las
ganaderias estudiadas, principalmente para la familia
de betalactdmico como penicilina, ampicilina y en
menor medida en amoxicilina mas acido clavulanico.
Y a su vez, existen cepas que presentan diferentes
porcentajes de multirresistencia antibiética entre las
familias, siendo el principal para aminoglucdésidos
(gentamicina y neomicina) mas betalactamicos
(penicilina, ampicilina y amoxicilina mas acido
clavulanico) en las tres bacterias estudiadas.
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