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RESUMEN

Entre las enfermedades mas importantes que afectan al ganado bovino de leche esta
la mastitis, patologia reconocida mundialmente por causar grandes pérdidas
econdémicas tanto al productor como a la industria. Sin embargo el mal uso y abuso
de los farmacos en las granjas lecheras ha contribuido al desarrollo de resistencia
antimicrobiana. Este es un estudio descriptivo, de corte transversal, con el objetivo
de Determinar la resistencia antimicrobiana de bacterias aisladas en leche de vacas
con mastitis subclinica en las fincas que abastecen a los centros de acopio de los
municipios de Achuapa y Larreynaga, a través del método de difusion en agar Kirby
Bauer. Se aisl6 Staphylococcus coagulasa negativo (SCN) en un 57.5%,
Staphylococcus aureus en un 25%, Streptococcus spp y Pseudomonas spp en un
7.5% E.coli en un 2.5%. Se encontr6 que las bacterias aisladas presentaron
resistencia a la Vancomicina en 80.6%, seguido de la Eritromicina 77.8%,
Oxitetraciclina con un 28.2%, Cefalexina y Amoxicilina/Ac. Clavulanico. 23.1%
Ciprofloxacina 20.8%, Enrofloxacina 20.5% y la Gentamicina 0%. La presencia de
estos agentes en ambos municipios fue variable teniendo en comun S. aureus y
SCN. Las bacterias encontradas mostraron mayor resistencia a Vancomicina y
Eritromicina. No presentaron resistencia a Gentamicina. El monitoreo de la
resistencia por si solo no provee la informacion necesaria para una intervencion bien
dirigida hacia el control de este problema, ya que deben considerarse ademas las

interrelaciones con el ambiente interno del hospedero.
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I. INTRODUCCION

La produccion de leche reviste una gran importancia a nivel de fincas e industrias, es
un alimento vital para la poblacion mas vulnerable y genera divisas al pais. Los
alimentos son necesarios para producir energia, para el trabajo muscular y para
construir y reparar el organismo. Una dieta completa proporciona todos los nutrientes
necesarios para estos fines. Se ha visto que la leche es un alimento casi completo en
si misma, puesto que contiene tanto elementos nutritivos energéticos (grasa e
hidratos de carbono) asi como elementos nutritivos plasticos (proteinas y minerales)
y también cantidades adecuadas de casi todas las vitaminas necesarias para el

funcionamiento correcto de los procesos bioquimicos que se producen en nuestro

organismo y que son esenciales para la vida.

Entre las enfermedades mas importantes que afectan al ganado bovino de leche esta
la mastitis, patologia reconocida mundialmente por causar grandes pérdidas

econdmicas tanto al productor como a la industria.

Si bien existen numerosos factores que influyen en la presentacion de la mastitis,
estos responden principalmente a causas traumaticas o a la infeccion por

microorganismos patdégenos, entre los cuales algunas especies bacterianas juegan

un rol particularmente importante.?

Considerando este Ultimo aspecto, la terapia de la mastitis clinica se focaliza
fundamentalmente en la eliminacion del agente infeccioso, utilizando como primera
herramienta terapéutica los antimicrobianos; Sin embargo, aunque los
antimicrobianos representan el 45% de la venta total de farmacos utilizados en
animales de produccion, existe escasa informacion sobre los patrones de

sensibilidad en medicina veterinaria, incluyendo la mastitis.?

En un estudio realizado por Peralta y col. en el municipio de Ledn, 2007, refleja que
se aislé 77.90% S. aureus, 4.42% S. Epidermis, 3.87% Streptococcus a-hemolitico,
4.42% Streptococcus B-hemolitico del grupo “A”, 8.29% Tétradas, 0.55%
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Enterobacter y 0.55% Pseudomona. Solo se determiné la sensibilidad a S. aureus,
siendo resistente a Vancomicina en un 7.21%, Eritromicina 4.85%, Gentamicina

4.72% y Ciprofloxacina en un 4.82%.*

Se realiz6 un estudio en 3 municipios del estado de Michoacan por Patifio N; en
donde refleja que el Staphylococcus aureus presentd una resistencia de 34% para

Eritromicina, 3.5% Gentamicina 'y 36% a la Penicilina. °

Un estudio realizado en 4 granjas del departamento de Ledn-Nicaragua por Zeledon
y col; aislaron S. aureus, Staphylococcus Coagulosa Negativo, Streptococcus spp y
E.coli proveniente de leche bovina, solo determinaron la sensibilidad a E. coli y S.
aureus. Se encontr6 que el Staphylococcus aureus presenté una resistencia a la
penicilina en un 15%, Eritromicina 8% y a la Gentamicina un 2% y la E. coli presentd

100% de resistencia a la Penicilina, Eritromicina y Gentamicina. ¢

Una investigacion realizada por Florentin C. en un laboratorio de micologia vy
bacteriologia de Paraguay, revelé que el Staphylococcus coagulasa negativo mostré
una resistencia frente a la penicilina del 70% y 19% a Gentamicina, en cambio el
Streptococcus agalactiae presenté una resistencia de 64% a Penicilina y 20% a la

Gentamicina, mientas que la E. coli, fue de 7% para ambos antibi6ticos. 7

La resistencia bacteriana es variable de una zona otra, como sucedioé en un estudio
de dos regiones de Chile, en donde el Staphylococcus aureus presentd una
resistencia de 13.9% y 1.3% frente a Enrofloxacina, Gentamicina 20% y 1.4%,
Oxitetraciclina 16.9% y 5.7%, Penicilina 50.8% y 26.7%. El Staphylococcus
coagulasa negativo 22.5% y 0.4% a Enrofloxacina, 15% y 3% a Gentamicina, 3.5% y
3.7% a Oxitetraciclina, 30% y 30.3% a Penicilina. El Streptococcus spp mostré una
resistencia frente a Enrofloxacina de 37.1% y 38.5%, Oxitetraciclina 29.2% y 26.2%,
Penicilina 45.1% y 30%. La E. coli 21.9% y 21.9% a Enrofloxacina, 18% y 7.5 a
Gentamicina, 24.2% Yy 7.5% a Penicilina. 3
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Normalmente no se realiza aislamiento ni evaluacion por antibiograma del agente
causal de la infeccion intramamaria.® Esto, sumado al hecho de que la eleccion y
suministro del farmaco muchas veces esta en manos de una persona que no es el
meédico veterinario, puede hacer variar la sensibilidad bacteriana asi como la
recurrencia de presentacién de los microorganismos asociados a esta patologia.” *°
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 de la cadena
alimentaria, mas aun cuando se consumen productos elaborados a partir de leche
cruda.™ Para seleccionar adecuadamente un antimicrobiano, el médico veterinario no
s6lo necesita conocer el agente etioldgico involucrado, sino también su sensibilidad a
los antibidticos. Dentro de los mas utilizados en la mastitis clinica, tanto en el ambito
internacional como nacional estan los B-lactdmicos, Tetraciclinas, Macrolidos,
Aminoglucésidos y Sulfonamidas, sin embargo, el indiscriminado uso de estos
farmacos a través de los afios, ha inducido la aparicion de microorganismos
patdgenos multi-resistentes, ocasionando, en algunos casos, fracaso terapéutico que

puede incluso causar la muerte del animal.’2
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ll. JUSTIFICACION

La aplicacion de terapia antimicrobiana obliga a seguir los principios de un uso
prudente de antibidticos que es propuesta por varias organizaciones cientificas. Al
aplicar un producto controlado y eficaz para el tratamiento de la mastitis, deben de
ser considerados diferentes factores como: el tipo de patdégeno involucrado,
susceptibilidad al antibiético, severidad de la respuesta inflamatoria, duracién de la

infeccion, estadio de la infeccion y edad de la vaca.

Sin embargo el mal uso y abuso de los farmacos en las granjas lecheras para el
tratamiento de enfermedades infecciosas como la mastitis, ha llevado a que se
establezca una alta presion de seleccion por parte de los microorganismos
contagiosos hacia los antibioticos.

Con este trabajo se pretende conocer los agentes implicados en la mastitis, asi como
determinar la resistencia antimicrobiana de bacterias aisladas en leche de vacas con
esta patologia en las fincas que abastecen a los centros de acopio de los municipios
de Achuapa y Larreynaga. Los resultados obtenidos pueden ser utilizados para una
adecuada seleccion de antimicrobianos, mejorar el rendimiento productivo del hato
ganadero, proporcionar alimentos sanos a la poblacion y como base a futuros

estudios.
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[ll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢,Cual es la resistencia antimicrobiana de bacterias aisladas en leche de vacas con
mastitis subclinica, en fincas que abastecen a los centros de acopio de Achuapay

Larreynaga?
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IV. OBJETIVOS

General

v' Determinar la resistencia antimicrobiana de bacterias aisladas en leche de
vacas con mastitis subclinica, en fincas que abastecen a los centros de acopio

de Achuapa y Larreynaga.

Especificos.

v' ldentificar las bacterias mas frecuentes en mastitis subclinica bovina en las

fincas que abastecen a los centros de acopio.

v Detectar la resistencia de las bacterias causantes de mastitis subclinica

bovina.

10
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V. MARCO TEORICO

1. Anatomiay fisiologia de la glandula mamaria.

La ubre representa un conjunto de 4 glandulas de origen dérmico, considerada como
una glandula sudoripara modificada y cubierta externamente por una piel suave al

tacto, provista de vellos finos excepto en los pezones.*

Cada cuarto consiste en un tejido secretor que produce leche que se conoce como
alvéolo, dos areas de almacenamiento denominadas cisternas y un pezon. Un
componente importante del pezén es el “canal de Streak” un tejido muscular grueso
que esta protegido con sustancias antibacteriales y cierra el pezén cuando no se esta
extrayendo leche. Cada cuarto es independiente y esta separado de los otros por

ligamentos gruesos.™

La mayor parte de la ubre estad compuesta de alvéolos y la leche se almacena en las
siguientes proporciones: 60% en los alvéolos, 20% en los conductos y 20% en la
cisterna. Las células que cubren el alvéolo son las que producen la leche; al llenarse
el alvéolo con leche la presidén en las células epiteliales aumenta y la producen de
leche se hace mas lenta. Las arterias que suministran los nutrientes para la
produccion de leche corresponden a cada alvéolo. Se estima que cada ml de leche
requiere entre 500 y 100 ml de sangre circulando por la ubre y 8% del volumen total
de la vaca lechera esta presente en la ubre. Células del musculo rodean al alvéolo,
denominadas “mioepiteliales”. Para extraer leche, los musculos alrededor del alvéolo
se deben contraer para mover la leche hacia los conductos y cisternas, proceso
denominado bajada de la leche. Este proceso es iniciado por el entorno y el estimulo
fisico que activa una serie de eventos hormonales. El estimulo positivo envia sefiales
a la glandula pituitaria para producir oxitocina. La oxitocina viaja a la ubre por el
torrente sanguineo y hace que las células mioepiteliales alrededor del alvéolo se
contraigan y muevan la leche hacia el conducto y sistema de cisterna donde puede

ser extraida mediante el proceso de ordefio.*

11
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2. Inmunidad de la glandula mamaria

La glandula mamaria cuenta con una bateria de elementos para la defensa contra la
entrada y proliferacion de los distintos patdégenos. El pronunciado aumento en la
sensibilidad a mastitis que se observa en el periparto y al inicio del secado ha sido
asociado a deficiencias en la funcién de estos elementos. La primer linea de defensa,
y quizas la mas importante, es de tipo anatomico y consiste en el esfinter del pezon
gue se cierra estrechamente en el periodo entre ordefio. Un impedimento en la
funcion de este esfinter ha sido asociado a una mayor susceptibilidad a las
infecciones. A su vez, el canal del pezdn esta revestido internamente por queratina,
gue es capaz de retener mediante interacciones electrostaticas a las bacterias que

estan ingresando en la ubre. **

En esta capa de queratina se encuentran también proteinas y lipidos con capacidad
bacteriostatica. Al finalizar la lactancia, durante el secado, esta queratina forma un
tapon que ocluye el canal del pezén. Problemas en la formacién de este tapén han
sido vinculados a mayor riesgo de infeccion. De hecho, y como se menciona mas
arriba, se cree que la apertura parcial del esfinter debido al aumento de la presion en
la cisterna de la glandula, que se produce en los dias previos al parto y en los
primeros dias de involucion, es una de las principales causas de la alta tasa de
infeccion registrada en estos periodos.**

Una vez que un patogeno logra atravesar el esfinter del pezdén, se encontrara con
factores celulares y solubles de la inmunidad innata y adaptativa. Estos dos tipos de
inmunidad, que comparten elementos efectores y colaboran estrechamente en la
defensa de la glandula mamaria, difieren fundamentalmente en la forma de

reconocer la entrada de agentes patdgenos. La inmunidad innata es la primera en

activarse frente a la entrada de elementos extrafios y ha evolucionado para
reconocer patrones moleculares tipicos de patdgenos (PAMPs) como lipopolisacarido
(LPS), acido lipoteicoico (LTA) o péptidoglicano, a través de receptores tipo Toll en la
membrana de macréfagos y células epiteliales. Cuando los PAMPs de un patdégeno

12
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que ha logrado penetrar en la glandula mamaria son reconocidos, se inducira la
sintesis de citoquinas pro inflamatoria como el factor de necrosis tumoral a (TNFa) e

interleuquina 1 B (IL-1B). *

Estas citoquinas promoveran a su vez la migracion de neutrofilos del torrente
sanguineo al lumen de la glandula mamaria. Los neutrdéfilos constituyen unos de los
principales efectores de la inmunidad de glandula mamaria bovina y son capaces de
fagocitar y ejercer actividad citotoxica mediante shock respiratorio sobre las bacterias
invasoras. En una glandula mamaria sana los macréfagos constituyen el tipo celular
predominante; su funcién es fagocitar elementos extrafios, presentarlos a células de
la inmunidad adaptativa y, como ya se ha mencionado, secretar citoquinas que
activaran la migracion de neutrdfilos. Se cree que la severidad de la mastitis esta por

lo menos en parte influenciada por la velocidad de reclutamiento de estos neutrdfilo.
14

Durante el periparto, la actividad de los neutréfilos reclutados se encuentra
parcialmente impedida lo que ha sido asociado con la susceptibilidad aumentada de
la glandula mamaria en este periodo. Varios trabajos han vinculado Ila
inmunosupresion que se observa en el periparto con una menor actividad de
neutrofilos. A su vez este impedimento ha sido asociado a cambios en la expresion
génicas de estas ceélulas producto de las alteraciones endocrinas propias del parto.
Otros autores han vinculado el balance energético negativo que se produce en el
periparto con la disminucion en la funcién de estas células. Por otro lado, se ha
propuesto que el descenso en los niveles del factor de crecimiento tipo insulina 1
(IGF 1) reduce el tiempo de vida de los neutréfilos y gatilla una disminucion en la
secrecion de citoquinas pro-inflamatorias con el consecuente impedimento en la

resolucion de la infeccion.*

Ademas de estos factores celulares, la inmunidad innata cuenta con elementos
solubles como defensinas, lisozima, lactoferrina, lactoperoxidasa y factores del

complemento que son capaces de opsonisar 0 atacar directamente a los patégenos

13
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invasores. La inmunidad innata no genera memoria; es decir, no produce respuesta
aumentada por exposicion repetida al mismo patégeno. Pese a ser activada en
conjunto con la respuesta innata, la inmunidad adaptativa constituye una segunda
linea de defensa frente a la infeccién y sera relevante cuando la inmunidad innata
haya sido sobrepasada. A diferencia de la innata, la respuesta adaptativa no
reconoce caracteristicas tipicas de patdégenos sino que es capaz de diferenciar lo

propio de lo no propio.**

La inmunidad adaptativa genera memoria, es decir, provee una respuesta
aumentada frente al encuentro repetido con un antigeno determinado. Es ésta la
respuesta que se busca aumentar cuando se utilizan vacunas contra patdgenos de
mastitis. Entre sus elementos efectores celulares de la inmunidad adaptativa se
encuentran los linfocitos B y T y los macréfagos, siendo inmunoglobulinas y
citoquinas los principales componentes solubles de este tipo de respuesta. Como ya
se ha dicho, ambos tipos de inmunidad estdn estrechamente relacionados y
comparten mecanismos efectores y activadores. De hecho la inmunidad innata es
fundamental para que la inmunidad adaptativa se active adecuadamente y ésta a su

vez complementa la funcién de la respuesta innata.™*

Muchos patégenos de la glandula mamaria bovina han desarrollado mecanismos
para evadir la respuesta de la glandula mamaria a la infeccion. Entre ellos, se
cuentan la produccion de capsula de polisacarido, la adherencia e internalizacion en

las células epiteliales de la mama y la produccién de super-antigenos.**

3. Aspectos Histoéricos

Desde el aparecimiento del hombre sobre el planeta, su mayor problema ha sido
asegurar los alimentos en suficientes y adecuadas cantidades para satisfacer las

necesidades nutricionales de la familia.*®

Hoy en dia, a nivel mundial no se cuenta con los suficientes alimentos que satisfagan

los requerimientos diarios, con un alto valor nutritivo como es la leche.s

14
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Esto indica que la humanidad esta en constante lucha por producir enormes
cantidades de alimentos, a fin de satisfacer las necesidades del consumo diario de la

creciente poblacion. *°

Tomando en cuenta que los productos y subproductos de la leche son uno de los
principales alimentos de consumo a nivel mundial, son utilizados como materia prima
para la elaboracion de una gran variedad de productos en la industria alimenticia.
Muchos son los factores que impiden el desarrollo normal de las explotaciones
lecheras, ya sean estos de tipo ambientales, de manejo e instalaciones, pero sin
duda alguna, las enfermedades en las glandulas mamarias son las que impiden

obtener una mayor produccién y calidad de leche donde la principal es la Mastitis. **

Segun datos histéricos la mastitis ha sido reconocida como tal desde que el hombre
domestico la vaca, en los miles de afios siguientes y a pesar de los avances
cientificos, la enfermedad permanece en muchos hatos lecheros, de hecho se estima
gue un tercio de todas las vacas lecheras estan infectadas de cualquier forma de

mastitis en uno o mas cuartos. *°

La mastitis existe alrededor del mundo donde quiera que existan vacas y la presencia
continua de esta enfermedad puede atribuirse a la deficiencia en el manejo de los

hatos. °

4. Definicion de mastitis

El término mastitis se deriva de las palabras griegas “mastos”, que significa “pechos”
e “itis” que quiere decir “inflamacion de”. La inflamacion es la respuesta de los tejidos
productores de leche en la ubre a una lesién traumatica o la presencia de

microorganismos infecciosos que han ingresado a la ubre. *°

La Federacion Internacional de Lecheria (1999), define a la mastitis bovina como una
enfermedad inflamatoria de la glandula mamaria, que tiene por objetivo la eliminacion

del agente patégeno y la restauracién de la funcionalidad del 6rgano.®

15
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4.1. Mastitis subclinica

La mastitis subclinica es definida como la presencia de un microorganismo en
combinacion con un conteo elevado de células somaticas de la leche. Un conteo
elevado de células en la leche indica mastitis subclinica.'” Este tipo de mastitis no
presenta cambios visibles en la leche o la ubre. Se caracteriza por el reducido
rendimiento de leche, composicion alterada de la leche y la presencia de

componentes inflamatorios y bacterias en la leche.’®

Cuando los signos no son visibles, la presencia de patdégenos y las modificaciones
citolégicas de la leche traen como resultado una mastitis subclinica.2’Por lo que las
técnicas de laboratorio como la medicion del conteo de células sométicas y el cultivo

bacteriol6gico son necesarias para detectar inflamacion e infeccién.?®

El contenido de células somaticas se designa a las células del propio organismo,
estas pasan a la leche procedente de la sangre y del tejido glandular. El conteo de
células somaticas en la leche nos permite conocer el estado funcional y salud de la
glandula mamaria en periodo lactante; debido a su estrecha relaciébn con su

composicién de la leche.?

La leche de una ubre sana presenta pocas células somaticas, en este caso se trata
de células de tejido epitelial y células inmunes, (neutréfilos polimorfonucleares,
granulocitos, macréfagos, linfocitos) la importancia biolégica de las células somaticas
es que participan en la defensa de la ubre, cuando hay estimulos o enfermedades de

la glandula mamaria, aumenta considerablemente el nimero de células somaticas.!

La mastitis, particularmente subclinica y crénica, es la mas persistente y mas amplia

del grupo de enfermedades de importancia por la higiene de la leche en el ganado

lechero.??

16
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La mastitis subclinica ocurre frecuentemente y puede conducir a grandes pérdidas
econdémicas debido al reducido rendimiento de leche, y multa a causa de los

elevados conteos de células somaticas presentes en los tanques de leche.??
5. Agentes etioldgicos

La distribucion de los patdgenos que producen mastitis pueden ser diferentes entre
los dos tipos arriba descritos, puesto que en los casos clinicos la etiologia puede ser
por bacterias que estan presentes solamente por un corto periodo de tiempo,
naturalmente desencadenando claros signos clinicos, ej. Eschericha coli. Por el
contrario, las mastitis subclinicas pueden ser causadas por patdgenos que pueden
estar presentes por largos periodos de tiempo y solamente produciendo leves signos
en la ubre, ej. Staphylococcus aureus. Pero considerando basicamente la etiologia,
las mastitis contagiosas son producidas por microorganismos cuyo habitat principal
es el canal del pezén o la piel externa del mismo, de forma que los contagios se
producen fundamentalmente durante el ordefio, asi en este caso destacando
bacterias como Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae.*

Las mastitis ambientales son aquellas que se producen por gérmenes cuyo habitat
es el medio ambiente que rodea a los animales, de forma que el contagio se produce
fundamentalmente en el periodo entre los ordefios aunque después puedan
comportarse también como contagiosas durante el ordefio, estos microorganismos

considerados ambientales son por ejemplo coliformes (E.coli).**

5.1. Agentes contagiosos

Los patdgenos contagiosos también son nombrados por su habilidad para
propagarse entre los cuartos de la vaca durante el proceso del ordefio.”
Los patdgenos de primera importancia incluyen al Staphylococcus aureus,

Streptococcus agalactiae, Corynebacterium spp, y Mycoplasma spp.’ 2%’

17
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Estos organismos se transmiten de vaca a vaca, donde el reservorio primario que
alberga los patdgenos es el animal infectado o el cuarto de la ubre?’ y la exposicion
de los cuartos mamarios no infectados se restringe al proceso del ordefio.? ***°

Los patdégenos contagiosos de la mastitis como el Staphylococcus aureus y
Streptococcus agalactiae que son infecciosos a nivel individual y a nivel de poblacién
han sido reportados bajo control en los hatos lecheros a través del uso de practicas
de manejo que utilizan la desinfeccidn de las tetas después del ordefio, terapia de la
vaca seca, desecho, mantenimiento del equipo de ordefio, y terapia antibiética de las

infecciones intramamarias.?” %°

— Staphylococcus aureus

S. aureus es a nivel mundial el agente patdgeno contagioso mas importante asociado
con la glandula mamaria, que causa la mastitis.*® Este término se traduce como:
staphylo = racimo, coccus = esferas y aureus = doradas. O sea un racimo dorado de
esferas.®’ Es un coco Gram positivo, inmoévil, posee un didametro 0.5-1 ym, aerobio y
anaerobio facultativo, catalasa positivo.*?

Estas bacterias no suelen encontrarse sobre la piel sana del pezon, pero si colonizan
y crecen muy bien en la queratina del canal del pezén. Los pezones cuarteados que
terminan lesiondndose favorecen la colonizacién. Esta es una ubicacion ideal para
infectar la ubre y es transmitida a cuartos sanos por medio de las pezoneras, los
pafios para limpiar la ubre y las manos del ordefiador. Las bacterias de los cuarto
infectados también pueden ingresar a los cuartos sanos por medio del impacto de
microgotas originado en las pezoneras u otras caidas de vacio. Una vez que ésta
bacteria infecta, se genera una inflamacion crénica con un elevado recuento de
células sométicas.*

Se detectan areas firmes fibroticas del tejido cicatrizal al palpar el cuarto. La mayoria
de las veces la infecciones causadas por Staphylococcus aureus son de naturaleza

subclinica con interrupciones periddicas de sintomas clinicos en las que se observan
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la hinchazén moderada, y grumos en el despunte. Las infecciones cronicas son
extremadamente dificiles de erradicar con antibioticos por el tejido cicatrizal que se
desarrolla en muchos lugares impidiendo la distribucién del mismo en el cuarto
infectado. En consecuencia, los antibidticos no entran en contacto con las bacterias,
la infeccién permanece y la vaca debe ser eliminada para evitar el contagio con otros
animales.*

En los casos clinicos agudos, los cuartos generalmente estan calientes e hinchados,
y la temperatura asciende de 39,4 a 41,1°C. Algunas infecciones se vuelven
gangrenosas. Los cuartos afectados estan frios al tacto por la falta de irrigacion de
sangre.*

En algunos hatos Staphylococcus aureus causa infecciones intramamaria en
terneras, que se vuelven crénicas y persisten en la paricion. Por eso las vaquillas
pueden ser una fuente de contagio de esta mastitis, cuando pasan a formar parte del

hato lechero.?!

— Streptococcus agalactiae

El término Streptococcus agalactiae deriva del latin y su significado puede traducirse
literalmente como: strepto = cadenas, coccus = esferas y agalactiae = sin leche. O
sea una cadena de esferas que reduce la produccién de leche.*

Streptococcus agalactiae, o Streptococcus R-hemolitico del grupo B (EGB), es un
coco grampositivo, catalasa y oxidasa negativo, anaerobio facultativo, que se
presenta formando cadenas de longitud variable. EI EGB puede crecer en medios
simples, aunque los medios suplementados con sangre o suero favorecen su
crecimiento. Tras 18-24 hrs de incubacion en agar sangre, las colonias son de unos 2
mm de diametro, lisas y rodeadas por un halo de R-hemdlisis, aunque existen
algunas cepas no hemoliticas. El empleo de medios selectivos favorece la
recuperacion del EGB. **

El anico reservorio de Streptococcus agalactiae es la leche de un cuarto mamario

infectado. Pueden encontrarse en las superficies que tuvieron contacto reciente con
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la leche contaminada como, por ejemplo: la maquina de ordefio, las manos del
ordefiador y la cama.*

Estas bacterias son vertidas del cuarto infectado a la leche en gran cantidad. Se ha
documentado que un solo cuarto infectado de una vaca en un hato de 100 animales

puede elevar el recuento bacteriano del tanque frio a mas de 100.000/ml.*!

La transmisiébn a cuartos sanos sucede principalmente durante el ordefio. Si la
higiene de la ubre es insuficiente y las medidas de control inefectivas, puede
dispersarse por todo el hato. El ordefio incompleto de cuartos infectados aumenta la
severidad de esta mastitis, porque queda una gran cantidad de bacterias en el cuarto
infectado, que luego contagiaran a otras vacas. Como signo clinico se observa el
cambio en el color de la leche. La infecciones subclinicas pueden volverse crénicas

si el tratamiento con antibidticos falla, quedando los cuartos no funcionales o ciego.*

5.2. Agentes ambientales

Las bacterias responsables de la mastitis bovina también pueden ser clasificadas en
ambientales (Escherichia coli, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus parauberis
y Streptococcus uberis).?®

Los patdgenos principales son los bacilos entéricos Gram-negativos (Escherichia
coli, Klebsiella spp), Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis, y
Enterococcus spp. 27 29

Los organismos ambientales causantes de la mastitis se originan en el ambiente y su
control es realizado mejor disminuyendo la exposicion de los pezones a los
organismos. Esto significa mantener a las vacas en un ambiente tan limpio como sea
posible. Las infecciones con estos organismos son mas altas en hatos en
confinamiento que los que se encuentran en pastoreo, cuando existen condiciones
sucias y durante los meses de verano.*

El 40 % de los Streptococcus ambientales persistiran menos de 8 dias, el 62 %

persistira menos de 10 dias, y solo 18 % tendran una duracion de mas de 100 dias,
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el 66 % se volveran clinicos, y el 50 % de todas las infecciones sucederan en el
periodo seco.?

La mastitis por coliformes es también de origen ambiental, algunas de las realidades
relacionadas con la enfermedad son: 50 % de las infecciones tendran una duracion
de 10 dias, 70 % persistiran menos de 30 dias, solo el 2 % persistira por mas de 100
dias, el 90 % de las infecciones se volveran clinicas, y el 10 % causaran una mastitis

hiperaguda. Las infecciones con Escherichia coli raras veces se vuelven crénicas.>*

— Escherichia coli

La Mastitis causada por este patdgeno es sobre todo la principal enfermedad en las
vacas lecheras.®

E. coli es un bacilo corto facultativo, mévil y Gram negativo. Se distinguen varios
serotipos de Escherichia coli; en base a la presencia de antigenos somaticos (0),
capsulares (K) y flagelares (F). Este patdgeno habita el tracto intestinal de los

animales y el hombre.®

Entre el 80% y el 90% de las infecciones causadas por E. coli produce grados
distintos de mastitis clinica en las vacas en lactacion; aproximadamente, entre 8 y el
10% de las infecciones por este patégeno produce mastitis fulminante, normalmente
unos dias después del parto.*’

Los signos en la forma aguda son: hinchazén de las glandulas mamarias, leche
acuosa con copos pequefios, respuesta sistémica leve, recuperacidbn en pocos
dias.®

Los signos en la forma fulminante son: aparicion repentina de toxemia grave, fiebre,
taquicardia, shock inminente; las vacas afectadas pueden permanecer en decubito.
Los cuartos pueden estar o no hinchados y calientes, las secreciones son liquidas y

serosas, contienen copos pequefios. Las vacas pueden morir en pocos dias.*’
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— Mycoplasma spp.

Los Mycoplasmas spp son las bacterias mas pequefias de vida libre. Su tamafio va
de 0.2 — 0.8 micrémetros, por lo cual pueden atravesar algunos filtros utilizados para
la eliminacion de bacterias. Ademas poseen el genoma con el tamafio mas pequefio
y como un resultado, han sufrido la pérdida de algunas rutas metabdlicas, por lo que
se requiere de un medio complejo para su aislamiento. El Mycoplasma spp es un
anaerobio facultativo, excepto M. pneumoniae, el cual es un aerobio estricto. Una
caracteristica tipica que distingue a los Mycoplasma spp de otras bacterias, es la
falta de la pared celular. Asi, ellos pueden asumir multiples formas incluyendo formas

redondas, en forma de pera e incluso la forma filamentosa.*

La mastitis causada por Mycoplasma spp es rara, sin embargo, es altamente
contagiosa y provoca una caida de la produccion de leche grave. Vacas
diagnosticadas con mastitis por Mycoplasma spp no responden bien al tratamiento
tradicional y a los métodos de control, a menudo las tasas de sacrificio de las vacas

infectadas son altos.*°

— Pseudomonas aeruginosa.

P. aeruginosa, esta generalizada en el medio ambiente de las vacas lecheras, ya que
requiere pocos nutrientes para crecer y multiplicarse. Los suministros de agua de
todo tipo (pozos, abrevaderos, estanques, sala de lavar las mangueras, rociadores y
corrales), pezones contaminados y equipo de infusion, son las principales fuentes de
P. aeruginosa en las granjas lecheras. También se ha aislado de residuos de
alimentos, suelos, estiércol y la piel del animal. La presencia de viviendas insalubres
y las condiciones de las camas puede contribuir a los brotes de infecciones

ocasionales por P. aeruginosa.*
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6. Patogenia de mastitis

Desarrollo de la enfermedad

Las infecciones comienzan cuando los microorganismos penetran el canal del pezon

y se multiplican en la glandula mamaria®.

Invasion del pezén

El pezon, en si, es la primera linea de defensa contra la penetracion de bacteria
dentro de la ubre. Normalmente, el esfinter cierra el canal del pezon fuertemente
cuando la vaca no es ordefiada. La invasion del pezon se presenta generalmente
durante el ordefio. Los organismos presentes en la leche o en la punta del pezén son
impulsados dentro del canal del pezon y de la cisterna cuando existe la entrada
indeseable de aire en la unidad de ordefio (desprendimiento o pérdidas de la unidad
0 remocion de la pezonera sin haber antes cerrado el vacio). Luego del ordefio, el
canal del pezén permanece dilatado por una o dos horas e inclusive, el canal del
pezén daflado puede permanecer parcialmente o permanentemente abierto. Los
organismos del ambiente o aquellos que se encuentran en lesiones de la piel en la

punta del pezén, pueden invadir facilmente y abrir total o parcialmente el canal'.

Establecimiento de la infeccidn e inflamacion de la ubre dafiada

Algunas bacterias pueden avanzar dentro de la ubre atacando y colonizando nuevos
tejidos; otras pueden moverse por medio de la corriente de leche producida por el
movimiento de la vaca. Las bacterias dafian primero los tejidos que recubren los
grandes tubos colectores de leche. Las bacterias pueden enfrentarse con leucocitos
(células blancas de la leche) presentes naturalmente en bajas cantidades en la leche.

Estas células son la segunda barrera de defensa debido a que pueden englobar y
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destruir a las bacterias. Aun asi, durante este proceso, los leucocitos liberan

substancias que atraen a mas leucocitos desde el torrente circulatorio hacia la leche.

Si las bacterias no son totalmente destruidas, pueden continuar multiplicAndose y
comenzar a invadir los pequefios conductos y areas alveolares. Las células
secretoras de leche que son dafiadas por las toxinas, liberan substancias irritantes
que conducen a un incremento en la permeabilidad de los vasos sanguineos.
Leucocitos adicionales se mueven al lugar de la infeccién. Ellos penetran el tejido
alveolar en gran medida moviéndose entre el tejido secretor de leche dafado.
Fluidos, minerales y factores de coagulacion también se mueven dentro del area
infectada. La leche coagulada también puede cerrar conductos y, en efecto, aislar las
regiones infectadas™.

Destruccién del tejido alveolar

Algunas veces los microorganismos son eliminados rapidamente y la infeccién se
aclara. En este caso, los conductos tapados se abren y la composicion y produccion
de leche retorna a la normal en varios dias. Aun asi, a medida que la infeccion
persiste y los conductos se mantienen tapados, la leche encerrada hace que las
células secretoras pasen a una etapa de descanso (sin producir) y el alveolo
comienza a reducir su tamafo. Las substancias liberadas por los leucocitos
conducen a una destruccibn completa de las estructuras alveolares, que son
reemplazadas por tejido conectivo y cicatriza. La destruccion del tejido secretor de
leche es, en efecto, la tercera linea de defensa de la vaca para mantener a la

infeccién bajo control.*2
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7. Diagndstico

7.1. Diagnéstico de campo para mastitis subclinica bovina.

Californian Mastitis Test (CMT)

Esta prueba consiste en el agregado de un detergente a la leche, el
alquilaurilsulfonato de sodio, causando la liberacion del ADN de los leucocitos
presentes en la ubre y este se convierte en combinacion con agentes proteicos de la
leche en una gelatina.®

A mayor presencia de células se libera una mayor concentracion de ADN, por lo
tanto mayor sera la formacién de gel, traduciéndose en la lectura e interpretacion del
resultado como el grado mas elevado de inflamacién. Es decir, permite determinar la
respuesta inflamatoria con base a la viscosidad del gel que se forma al mezclar el
reactivo con la misma cantidad de leche en una paleta con cuatro pozos

independientes, permitiendo evaluar cada cuarto independientemente.*3

Interpretacion del CMT444°

Negativo 0: El estado de la solucion permanece inalterado. La mezcla sigue en
estado liquido. El 25% de las células son leucocitos polimorfonucleares, (Cuarto
Sano).

Trazas: Se forma un precipitado en el piso de la paleta que desaparece pronto, 30%
son leucocitos polimorfonucleares, (Mastitis Subclinica)

1 (+): Hay mayor precipitado pero no se forma gel, 30 a 40% son leucocitos
polimorfonucleares, (Mastitis Subclinica)

2 (++): El precipitado se torna denso y se concentra en el centro, un 40 a 70%son
leucocitos polimorfonucleares, (Infeccion Seria)

3 (+++): Se forma un gel muy denso que se adhiere a la paleta. De un 70 al 80% son

leucocitos polimorfonucleares, (Infeccion Seria)
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7.2. Diagnéstico Laboratorial
Método de difusion Kirby Bauer *

Una vez que se han aislado colonias de un organismo que ha sido identificado como
patégeno, es necesario proceder de la siguiente manera para realizar la prueba de

susceptibilidad.

Seleccionar las colonias
Preparar una suspension del inéculo
Estandarizar la suspension del indculo

Inocular la placa

1
2
3
4
5. Colocar discos de antimicrobiano
6. Incubar la placa

7. Medir las zonas de inhibicion

8

Interpretar los resultados
Interpretacion del método de Kirby Bauer (ver anexo tabla 1) ¥

8. Farmacologia béasica para el tratamiento de mastitis

Los antimicrobianos son sustancias producidas por la fermentaciéon de
microorganismos o en forma sintética y que se utilizan para curar infecciones
bacterianas, favorecen la recuperacion de los animales enfermos y alivian el
sufrimiento y las lesiones asociadas con la enfermedad.*®

El tratamiento de los animales con antibidticos debe tener una adecuada relacion
costo-beneficio, un claro ejemplo es el tratamiento de todas las glandulas mamarias
de todas las vacas que finalizan lactacion. *°

Las mastitis subclinicas por lo general no se tratan ya que realizando medidas de
higiene y desinfeccion, buen ordefio y funcionamiento de la maquina de ordefio se

corrigen estos problemas.*
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9. Grupos de farmacos empleados en el estudio. >*

9.1. Antimicrobianos que acttan en la pared bacteriana

Antibiéticos B- lactamicos

El grupo de los antibidticos B- lactdmicos es uno de los mejor conocidos y
ampliamente utilizados. Su utilidad y popularidad se debe a su escasa toxicidad, alta

eficacia, bajo coste y disponibilidad de una amplia gama de formas farmacéuticas.
Mecanismo de accion

Los antibioticos - lactdmicos actian sobre unas enzimas de la pared bacteriana que
se conoce como proteinas ligadas a las penicilinas o PLP. Existen diferentes clases
de PLP en cada especie bacteriana, habitualmente entre 2 y 8 tipos diferentes.
Algunas de estas proteinas son transpeptidasas, y su mision es mantener integra la

pared celular.

La reaccion de la transpeptidacion es la responsable del entrecruzamiento de las
fibras peptidicas para dar lugar a una estructura entrecruzada que confiere a la pared
bacteriana la estabilidad necesaria. La inhibicion por parte de la penicilina de la
accion de las transpeptidasas catalizadoras de esta reaccion da lugar a una pared
celular débil, que no puede soportar la presion del medio interior bacteriano y se

rompe durante el proceso de divisiéon celular, conduciendo la bacteridlisis.
Mecanismo de resistencia
Entre los mecanismos de resistencia mas comunes a los - lactdmicos destacan:

Impermeabilidad de la membrana externa de la bacteria al antibi6tico. Este

mecanismo confiere resistencia innata a los microorganismos gramnegativos frente a

ciertos antibiéticos B- lactamicos.
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La modificacion de las PLP puede hacer disminuir la afinidad del antibiético por estas

proteinas y, asi dar lugar al fenémeno de resistencia.

Produccion de B- lactamasa: Este es el mecanismo de resistencia bacteriana mas

importante. Las bacterias producen ciertos tipos de enzimas (- lactamasas que
tienen la capacidad de hidrolizar la unién ciclica amidica en la estructura de los
antibidticos B- lactamicos. Se cree que estas enzimas evolucionaron a partir de las
PLP como una adaptaciéon de los microorganismos del suelo para protegerse de las

sustancias B- lactdmicas producidas de forma comun por hongos y levaduras.

B - lactamasa producida por Staphylococcus: La producen fundamentalmente los

Staphylococcus coagulasa negativo. Estan codificados en parte por plasmidos y son
de tipo exocelular. Otras B-lactamasas de organismos grampositivos son

cromosomicas.

B - lactamasa producida por bacterias gramnegativas: Este es un grupo muy diverso

de B- lactamasa codificado por plasmidos o por cromosomas. Puede hidrolizar tanto
las penicilinas (penicilinasas) como las cefalosporinas (cefalosporinasas) la
produccion de este tipo de B- lactamasa es muy comin entre gramnegativos y

patdbgenos como oportunistas.

B - lactamasa de bacteroides fragilis: Este microorganismo anaerobio, causa

frecuente de las infecciones oportunistas en la cavidad bucal, piometra y abscesos,
expresa de forma continua un gen que codifica la proteina que constituye la [3-
lactamasa. Es por tanto una enzima cromosoOmica y constitutiva, que confiere a este
organismo resistencia intrinseca a los B- lactamicos y que puede inactivarse por

medio del acido clavulanico. Tiene actividad con penicilinasa y cefalosporinasa.
Farmacocinética

Estos farmacos se administran por via parenteral, debido a su facil desactivacion por

hidrolisis en el medio acido gastrico.
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Los farmacos - lactdmicos se eliminan por filtracion glomerular y preferentemente

por secrecion en los tubulos renales.
Amoxicilina (Aminopenicilinas) >

Las Aminopenicilinas se han convertido con los afios en farmacos de uso popular en
medicina veterinaria debido a su mayor espectro de actividad, que incluye gérmenes
Gram positivos y Gram negativos. En este grupo de farmacos se incluye la

Amoxicilina

Espectro de actividad: Las Aminopenicilinas pueden atravesar la capa externa de las

bacterias gramnegativas mejor que lo hace la Bencilpenicilina. Por ello, su espectro
no solo incluye a grampositivos, como Streptococcus, Staphylococcus, bacilos y
clostridios, sino que también es eficaz frente a Escherichia coli, y algunas especies
del género Salmonella. Estos farmacos son realmente eficaces frente a la mayoria de
los microorganismos anaerobios, con la excepcion de Bacteroides productores de [3-
lactamasa. Por este hecho, su combinacion con farmacos inhibidores de las -
lactamasas, como el acido clavulanico, da lugar a un aumento considerable de su

eficacia.

Administracién: Existen diversas formulaciones de estos productos para

administracion oral y parenteral. La administracion por via parental es rapida, y la
biodisponibilidad es alta, en torna al 100%. Sin embargo. Existen diferencias

asociadas al tipo de formulacién

Efectos secundarios: Son antibiéticos de baja toxicidad, el efecto secundario mejor
conocido es la reaccion alérgica que se puede producir tras la administracion del
farmaco a animales previamente sensibilizados y que es mas comun cuando se

emplea la via parenteral que la via oral.

Uso clinico: En rumiantes, se utilizan para el tratamiento de las mastitis. La
combinacion de estos farmacos con inhibidores de las B- lactamasas les proporciona

un mayor espectro de accion frente a gérmenes gramnegativos y es, por tanto,
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recomendables en infecciones causadas por E.coli, Klebsiella y Proteus. El espectro
de accion de estos farmacos no incluye especies del género Pseudomonas.

Cefalosporinas **

Las cefalosporinas son antibioticos de amplio espectro de accidn que se utilizan para

el tratamiento de una amplia gama de infecciones en animales.
Mecanismo de accion

El mecanismo de accién de las cefalosporinas es similar al del resto de farmacos 3-
lactamicos. Su unién a la PLP de la pared bacteriana interrumpe el proceso de
formacién de ésta durante la division celular, dando lugar a la muerte de la bacteria.
El espectro de actividad de las cefalosporinas varia segun la generacion a la que
pertenezcan; pero, en general, muestran actividad antibacteriana frente a
Staphylococcus productores de B- lactamasas y frente a bacterias Gram negativas,

como las Enterobacterias.
Cefalexina (Cefalosporina de primera generacion) !

Este sub grupo incluye a la Cefalexina; las cefalosporinas de primera generacion
tienen la maxima actividad entre todas las cefalosporinas frente a bacterias
grampositivas, entre las que se incluyen Streptococcus, Corynebacterium,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus intermedius y otros Staphylococcus
productores de B- lactamasa. Son activas frente a algunos microorganismos
gramnegativos (E.coli, Klebsiella, Proteus mirabilis), pero las resistencias de estos
son bastante comunes por lo que las cefalosporinas de primera generacion no se

pueden considerar muy eficaces frente a organismos gramnegativos.

La resistencia a las cefalosporinas se debe a su escasa capacidad para atravesar la
membrana externa de los microorganismos Gram negativos y a la produccién de B-

lactamasas.
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Vancomicina (Glucopéptidos) !

La emergencia de cepas multirresistentes de Enterococos y Staphylococcus en las
ultimas décadas ha llevado a la utilizacion de este farmaco en medicina humana
como en veterinaria, como ultimo recurso en el tratamiento de infecciones por los
mencionados microorganismos. Por tanto, y para evitar la transmision de resistencias
entre animales y seres humanos, se ha prohibido su uso en animales de abasto en la

mayoria de los paises.
Mecanismo de accion

Como en el caso de los antibidticos B- lactamicos, la accion antibacteriana de la
Vancomicina se debe a su inhibicidn de la sintesis de la pared bacteriana en la célula
en division. Adicionalmente, dafia la membrana celular e interfiere en la sintesis de
ARN bacteriano. Su accidn es bacteriostatica cuando se administra sola, pero es
bactericida cuando se administra junto con Aminoglucésidos, con los que muestra

sinergia.
Actividad antimicrobiana

La Vancomicina es activa frente a la gran mayoria de las bacterias grampositivas, en
especial frente a Staphylococcus y Enterococcos que son resistentes a otros
farmacos. Su actividad se extiende a los microorganismos anaerobios Gram
positivos, pero no a los Gram negativos. El desarrollo de resistencias frente a este

farmaco es poco comun.
Farmacocinética

La absorcion oral de este farmaco es muy escasa Yy, por tanto, solo se usa en
infusion intravenosa lenta, pues es un irritante tisular. La inyeccion intramuscular es
muy irritante y dolorosa. Se elimina fundamentalmente por filtracion glomerular en el

rifidn. Una pequeia porcion se elimina a través de la bilis.
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Efectos secundarios

Cuando se administra en la forma optima, los efectos secundarios son minimos; pero
después de una administracion intravenosa rapida, eritema, prurito, taquicardia, otros

efectos son su nefrotoxicidad y ototoxicidad.
9.2. Antimicrobianos que inhiben la sintesis de la proteina.
Oxitetraciclina (Tetraciclinas) **

Las tetraciclinas son uno de los grupos clasicos de antibioticos de amplio espectro,
ya que son efectivas contra bacterias gramnegativas, tanto aerobias como
anaerobias, asi como contra grampositivas. Actualmente suelen usarse como

antibioticos de primera elecciéon preferentemente en rumiantes.
Mecanismo de accién

Estd perfectamente establecido que las tetraciclinas actGan como agentes
bacteriostaticos inhibiendo la sintesis de proteinas en las células bacterianas. Dicha
inhibicion la lleva a cabo evitando la asociacion entre el aminoacil- ARNt y el
ribosoma, uniéndose las tetraciclinas especificamente a la subunidad de 30S del
ribosoma. El resultado es que se impide la adicion de aminoacidos a la cadena

peptidica en formacion, lo que inhibe la elongacion de la cadena
Resistencia

La resistencia adquirida a las tetraciclinas se ha extendido considerablemente entre
muchas bacterias, lo que ha reducido drasticamente su utilidad. La base de esta
resistencia esta relacionada con la alteraciéon del sistema de transporte activo de las
tetraciclinas hacia el citoplasma, y el bombeo del antibiético hacia el exterior. La
proteccion del ribosoma a través de una proteina citoplasmatica que impide la
actuacion del antibiotico sobre la subunidad de 30S es otro de los mecanismos mas
extendidos, y, aunque menos frecuente, la existencia de actividades enziméticas que

degradan el antibiotico ha sido también descrita en algunas bacterias.
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Farmacocinética

La mayoria de las tetraciclinas puede administrarse por via oral, aunque se utilizan
también las vias intramuscular (IM) e Intravenosa (IV). La via IM se utiliza
Unicamente con la tetraciclina y la Oxitetraciclina, ya que las demas provocan
abscesos estériles. La administracion intravenosa debe realizarse lentamente para
evitar el riesgo de aparicién de un colapso cardiovascular, probablemente debido a la

fijacion del calcio por las tetraciclinas.

Las distintas tetraciclinas varian en su liposolubilidad, lo que determina su diferente
distribucion en los tejidos y su tasa de eliminacion permite establecer tres grupos en
funcion de la duracion de efecto: corto (Oxitetraciclina), intermedio, o largo; todas
pueden penetrar en la mayoria de los tejidos en mayor o menor grado.

Las tetraciclinas, se eliminan principalmente por excrecion renal, intactas en un 42-

70% a través de orina, y en menor medida a través de la bilis.
Toxicidad

Aungue en general las tetraciclinas son farmacos relativamente seguros, no estan
exentos de efectos secundarios sobre los tejidos del organismo, su capacidad de
alteracion de la microflora intestinal, y sus efectos tdxicos sobre las células hepaticas
y renales. El tratamiento con Oxitetraciclina puede dar lugar a la aparicion de

fotodermatitis.
Interacciones con otros farmacos

El tratamiento con Tetraciclinas es incompatible con la utilizacion de antibioticos -
lactamicos y Cloranfenicol, asi como con cualquier preparado que contenga
concentraciones elevadas de calcio, magnesio o sodio. La administracion simultanea
de corticoesteroides puede conllevar una elevacion anormal de compuestos
nitrogenados en la sangre (azotemia) debido a un aumento del catabolismo, lo cual

puede dar lugar a perdida de peso, sobre todo en animales débiles. La combinacion
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con Polimixinas es sinérgica, ya que se incrementa la incorporacion de Tetraciclinas

por las células bacterianas.
Gentamicina (Aminoglucésidos) **

Los Aminoglucosidos son un amplio grupo de sustancias antibacterianas de utilidad
para tratar principalmente infecciones debidas a bacterias Gram negativas aerobias.
El uso de la mayoria esté limitado por sus notables efectos toxicos, especialmente en
el rifién, el oido y el aparato vestibular. Dentro del grupo de antibidticos que actdan
inhibiendo la sintesis de proteinas, son los Unicos claramente bactericidas en

concentraciones terapéuticas.
Mecanismo de accion

La inhibicion de la sintesis de proteinas por los Aminoglucdésidos se basa en la union,
mucho mas fuerte que con ningun otro inhibidor de la sintesis proteica, a la
subunidad de 30S del ribosoma bacteriano. El punto especifico de union varia
ligeramente segun el antibidtico concreto, pero en general tiene como consecuencia
la lectura errénea del mensaje genético, al interferir en el apareamiento correcto de
las bases del coddén del ARNm con las del anticodon del ARNt. Esto hace que se
bloguee el comienzo de la sintesis, al impedir que se coloque el primer aminoacido,
la formil-metionina, o bien que se interrumpa la traduccién de forma prematura
originAndose una proteina truncada no funcional, o bien que se coloque aminoacidos
distintos a los especificados por la secuencia de bases del ARNm, formandose

proteinas anormales.
Resistencia

La resistencia a los Aminoglucésidos esta muy extendida entre muchos grupos
bacterianos. Aunque existen varios mecanismos de resistencias, a los mas
importantes y mas extendidos estan relacionados con la sintesis de enzimas que
modifican el antibibtico. Existen tres clases de enzimas reconocidas como origen de

resistencias a los Aminoglucosidos, las fosfotransferasas, acetiltransferasas y
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adeniltransferasas que fosforila, acetilan o adenilan, respectivamente, los grupos
hidroxilo o amino libres e impiden la unidén del antibiético al ribosoma. Algunas de
estas enzimas actlan especificamente sobre un Aminoglucésido o sobre los
miembros de algunos de los subgrupos, mientras que otras tienen un espectro de
actividad mas amplio, por lo que las resistencias cruzadas son frecuentes y

complejas entre los diferentes Aminoglucésidos.
Indicaciones terapéuticas

Los Aminoglucésidos son activos principalmente contra bacterias gramnegativas

aerobias, aungque algunos son también activos contra algunos grampostivos.

La Gentamicina es también efectiva frente a miembros de la familia
Enterobacteriaceae 'y Pseudomonas aeruginosa, pero es potencialmente

neurotoxica, lo que limita seriamente su utilidad.
La gentamicina tiene una potencial toxicidad para el rifion.
Farmacocinética

Las propiedades farmacocinéticas vienen determinadas por la naturaleza
policatiénica de los Aminoglucésidos, que los hace muy hidrosolubles y muy poco

liposolubles, por lo que atraviesan las membranas biolégicas muy lentamente.
Toxicidad

Los Aminoglucésidos presentan cuatro tipos de efectos secundarios relacionados
con la dosis administrada: a) dafios celulares en los tubulos proximales del rifidn, b)
destruccion de las células sensitivas de la colea, c) destruccién de las células

sensitivas del aparato vestibular, y d) paralisis neuromuscular.

La nefrotoxicidad aparece sobre todo después de un tratamiento prolongado y con

concentraciones plasmaticas elevadas.
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Interacciones con otros farmacos

Todos los Aminoglucésidos tienen un efecto sinérgico con los antibidticos -
lactamicos, ya que estos incrementan la tasa de incorporacion de los
Aminoglucésidos por las células bacterianas, aunque la administracion conjunta con
cefalosporinas puede producir un incremento de la nefrotoxicidad. La gentamicina es
también sinérgica con la combinacion trimetoprima- sulfamida contra E.coli y

Klebsiella pneumoniae.
Eritromicina (Macrélidos) **

Este grupo tiene una actividad antimicrobiana elevada contra bacterias grampositivas
especialmente. La eficacia de alguno de estos antibioticos, algunos de ellos clasicos,
como la Eritromicina, ha llevado al desarrollo de nuevos antibacterianos de ultima
generacion con propiedades mejoradas, especialmente en cuanto al incremento de la

actividad antibacteriana y la superacion de algunos efectos secundarios.
Mecanismo de accién

Debido a su estructura comun, todos los macrélidos actian bloqueando la sintesis de
proteinas mediante inhibicién de la translocacion por unién reversible a la subunidad
ribosémica de 50S. El efecto reversible sobre la peptidiltransferasa hace que la
mayoria de los macrolidos, en concentraciones terapéuticas, actien como
bacteriostaticos, aunque algunos, como la Eritromicina, puede actuar también como
bactericidas, dependiendo de la concentracion y de la sensibilidad especifica de cada

microorganismos.

La resistencia a los macrélidos es relativamente frecuente en muchos patégenos y

puede aparecer durante el tratamiento.
Farmacocinética

La mayoria de los macrolidos se absorbe bien por via gastrointestinal o parenteral.

La Eritromicina se absorbe facilmente en la primera porcion del intestino delgado,
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pero el compuesto basico es inactivado por el acido gastrico, por lo que debe
administrarse con en presentaciones con cubiertas entérica que se disuelven en el
intestino, o bien en forma de ésteres o estearatos. La presencia de alimentos
modifica de forma notable la biodisponibilidad de todas estas preparaciones. Otras
formulaciones para uso parenteral son el lactobionato o el gluceptato de eritromicina.
La administracion intramuscular es dolorosa y provoca irritacion tisular, por lo que es

preferible la via intravenosa.

A pesar de su peso molecular relativamente alto, la liposolubilidad de los macrélidos
es suficientemente alta como para que atraviesen facilmente muchas membranas,
por la que se distribuye por todo el organismo y pueden lograr concentraciones

antibacterianas en casi todos los tejidos.

La biotransformacion no es un factor importante en este grupo de farmacos, y la
eliminacién se produce fundamentalmente a través de la bilis, y solamente en un 3-5

% a través de la orina.
Toxicidad

La eritromicina es un antibiético relativamente seguro en su utilizacién, con pocos
efectos secundarios aunque la administracion del esteolato de eritromicina puede
provocar en algunas ocasiones la aparicion de hepatitis colestacica, debido
seguramente a una reaccion de hipersensibilidad a esta preparacion ya que es
mucho mas frecuentes con el estearato o el etilsuccinato. La reaccion desaparece
totalmente una vez suspendido el tratamiento. Una caracteristica comun a todos los
macrolidos es su naturaleza irritante: la mayoria provoca dolor agudo durante su
administracion intramuscular y la aparicion de tromboflebitis durante su

administracion intravenosa, especialmente o en dosis elevadas.
Interaccién con otros farmacos

La eritromicina puede potenciar el efecto de otros farmacos por inhibicién del
metabolismo hepatico mediado por el citocromo P-450. Estd especialmente
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contraindicada su administracidon conjunta con Carbamazepina, Corticosteroides,
Digoxina, Teofilina y Warfarina. Este efecto es casi inexistente en los nuevos
macrolidos. La combinacion de diferentes macroélidos entre si, o de macrolidos con
Lincosamidas o Cloranfenicol tiene un efecto antagonista. La combinacion con
Bencilpenicilina o Rifampicina tienen efectos sinérgicos contra algunos

microorganismos grampositivos.
9.3. Antimicrobianos que inhiben la funcién de los acidos nucleicos
Quinolonas *

Las quinolonas y fluoroquinolonas son el grupo farmacologico de mayor desarrollo en
la actualidad, se distinguen 3 generaciones constituyen una esperanza para nuevos y

viejos problemas.
Mecanismo de accion

El sitio de accion de todas las quinolonas y fluoroquinolonas es la DNA- girasa o
topoisomerasa Il una enzima esencial para la replicacion del material genético

bacteriano.

La funcion de la DNA- girasa es vital para la replicacion de los &cidos nucleicos
bacteriano. De manera muy simplificada se puede decir que dicho material se
encuentra apelotonado y que la funcion de la DNA-girasa consiste en convertir en
lineal dicho material genénetico se replique transcriba, repare y recombine asi, la
inhibicion de estos procesos genera el bloqueo de multiples funciones celulares

muchas de ellas vitales de ahi el caracter bactericida de las quinolonas.
Enrofloxacina (Fluoroquinolonas) >

Las Fluoroquinolonas son sustancias anféteras. Su hidrosolubilidad es baja, y en

medios acidos pueden precipitar.
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Actividad antimicrobiana

El espectro de todas las Fluoroquinolonas es considerablemente mas amplio e
incluye bacterias aerobias gramnegativas y algunos microorganismos grampositivos,
aunqgue tienen capacidad limitada frente a Streptococcus y Enterococcus, y solo una

actividad débil frente a bacterias anaerobias obligadas.

Una ventaja de las Fluoroquinolonas es que no destruyen los Enterococcus

intestinales comensales.
Mecanismo de accion

Las Fluoroquinolonas inhiben la enzima ADN girasa (topoisomerasa de tipo Il). Esta
es una enzima compuesta de 4 subunidades cuya funcion incluye el
desenrollamiento, corte y resellado del ADN girasa también interviene en el
plegamiento y enrrollamiento del ADN bacteriano alrededor del centro de ARN,
otorgandole la apariencia de bucles o lazos. Cada lazo se enrolla después
negativamente mellando ambas cadenas de ADN, pasando la cadena rota alrededor

de la cadena acompafante y resellando la doble muesca.

Las Fluoroquinolonas son bactericidas, y tienen un inicio de accion rapido. Este
rapido comienzo de la acciébn seria valioso particularmente en animales

inmunodeprimidos.

Las Fluoroquinolonas penetran en la flora bacteriana de forma rapida a través de
porinas; subsecuentemente atraviesan la membrana citoplasmatica, proceso que se
ve facilitado por la alta liposolubilidad de estas moléculas. Las concentraciones en el
interior de la célula bacteriana se equilibran rapidamente. Los cationes bivalentes,
calcio y magnesio, antagonizan, probablemente por un efecto quelante, la

acumulacion de Fluoroquinolonas en el interior de la bacteria.

39



Escuela de Medicina Veterinaria - UNAN-Ledn
Torrez Cdlix — Rivera Varela

Farmacocinética

Las Fluoroquinolonas se comportan como bases débiles. Su caracter lipofilo
determina sus propiedades farmacocinéticas. Se absorben bien por via oral,
intramuscular y subcutanea; su absorcion desde el tracto digestivo en poligastricos y
monogastricos de transicion (equinos) es menor que monogastricos, siendo la
biodisponibilidad en rumiantes adultos del orden del 10 %. La absorcion

gastrointestinal se reduce por la presencia de iones bivalentes, como Ca2 y Mg2.

Las fluoroquinolonas se metabolizan en el higado, donde el grado de
biotransformacion depende del compuesto y de la especie. Generalmente sufren
reacciones de hidroxilacion y de oxidacién, que las transforman en oxoquinolonas,
las cuales se someten posteriormente a reacciones de fase 2, consistentes en
conjugacion con acido glucuronico. Los glucuronoconjugados sintetizados son

excretados en la orina y la bilis.

La semivida de estos compuestos esta en el intervalo de 2-7 horas, dependiendo del
compuesto y la especie, algunos metabolitos tienen actividad antimicrobiana, asi, el

Enrofloxacino se convierte en ciprofloxacino,
Toxicidad

En general las fluoroquinolonas ofrecen un amplio margen de seguridad en
mamiferos y aves. Sin embargo, un inusual pero caracteristico efecto del grupo es la

accion erosiva sobre los cartilagos en crecimiento.
Ciprofloxacina (Quinolona)

Es una Quinolona de segunda generacion de la que se tienen pocos datos de su
cinética una buena proporcion se elimina por via renal y se especula que tambiéna

través de las secreciones intestinales.

En cuanto a la actividad de la ciprofloxacina, se ha dicho que es excelente, con

notable accion contra los, Mycoplasmas spp, mas comunes en veterinaria.
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Desafortunadamente, no se cuenta con mas datos acerca del destino de este
farmaco en el organismo de las distintas especies y por ello aun no se puede

establecer indicaciones precisas de eficacia para diversas enfermedades.

Dicho de otra forma, esto no significa que el medicamento carezca de actividad para
controlar las enfermedades en los animales domeésticos sino que al igual que en
muchas Quinolonas aun no se cuenta con datos farmacoldgicos que hagan de su

uso un ejercicio mas profesional.

Se ha descrito que varias Quinolonas se segunda generacion llegan con rapidez a la

glandula mamaria en particular la Norfloxacina y la Ciprofloxacina.

10. Resistencia bacteriana

Se entiende por resistencia, el mecanismo mediante el cual la bacteria puede
disminuir la accién de los agentes antimicrobianos.*

Desde el punto de vista clinico se considera que una bacteria es sensible a un
antibacteriano cuando la concentraciébn de este en el lugar de la infeccion es al
menos 4 veces superior a la concentracion inhibitoria  minima (CIM). Una
concentracion por debajo de la CIM califica a la bacteria de resistente y los valores

intermedios como de moderadamente sensibles.*

10.1. Tipos de Resistencia bacteriana

Natural o intrinseca.

Se conoce como resistencia natural a los mecanismos permanentes determinados
genéticamente, no correlacionables con el incremento de dosis del antibiético. Un
ejemplo de esto es la resistencia de la Pseudomonas aeruginosa a las

bencilpenicilinas y al trimetoprin sulfametoxazol.*’
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En el caso de la resistencia natural todas las bacterias de la misma especie son
resistentes a algunas familias de antibioticos y eso les permite tener ventajas
competitivas con respecto a otras cepas y pueden sobrevivir en caso que se emplee

ese antibidtico.*®

Adquirida o extrinseca

La aparicién de la resistencia en una bacteria se produce a través de mutaciones
(cambios en la secuencia de bases de cromosoma) y por la trasmision de material
genético extracromosémico procedente de otras bacterias.

En el primer caso, la resistencia se trasmite de forma vertical de generacion en
generacion. En el segundo, la trasferencia de genes se realiza horizontalmente a
través de plasmidos u otro material genético movible como integrones vy
transposones; esto Ultimo no solo permite la trasmisién a otras generaciones, sino
también a otras especies bacterianas.** *> De esta forma una bacteria puede adquirir
la resistencia a uno o varios antibioticos sin necesidad de haber estado en contacto

con estos

10.2. Mecanismos de Resistencia

Desde el punto de vista molecular y bioquimico existen béasicamente tres
mecanismos por medio de los cuales una bacteria puede hacerse resistente al efecto
del antibiotico: 447

A. Inactivacion del antibiético.

B. Barreras de permeabilidad.

C. Alteracion del sitio blanco del antibiotico.

Cabe resaltar que los tres mecanismos pueden ocurrir simultaneamente.
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A. Inactivacion del antibiético

Existen enzimas codificadas por genes cromosdmicos 0 extracromosémicos que
modifican a los antimicrobianos. En el caso de penicilinas, cefalosporinas y otros
antibioticos relacionados se denominan (-lactamasas y catalizan la degradacion del
antibidtico mediante la ruptura del enlace amino del anillo B-lactam para producir
metabolitos inactivos. Actlan en el espacio extracelular contenido entre la membrana
y la pared celular y pueden ser neutralizadas por inhibidores especificos como acido
clavulanico, sulbactam y tazobactam.*® *’

Los Aminoglucésidos son inactivados durante su transporte a traves de la membrana
celular de los gérmenes anaerobios por medio de enzimas que catalizan la
adenilacion, acetilacion y fosforilacion de grupos amino e hidroxilo. EI Cloranfenicol
es inactivado por medio de una reaccion de acetilacion catalizada por la
cloranfenicol-acetiltransferasa y la eritromicina es hidrolizada en su anillo lactona por

medio de la eritromicinaesterasa.*® #4849

B. Barreras de permeabilidad
Incluye tres componentes basicos: ¢4’
a) La estructura de la membrana externa e interna de la bacteria.
b) Las porinas. Canales inespecificos que excluyen el antibiético por tamafio
molecular.

c) Caracteristicas fisicoquimicas del antimicrobiano (Eflujo activo)
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Estructura de la membrana externa e interna de la bacteria

1. Permeabilidad de la membrana externa

Claramente definida en los microorganismos Gram negativos que poseen una
membrana lipidica externa que constituye una barrera intrinseca para la penetracion

de antibiotico.*®

2. Permeabilidad de la membrana interna

Consiste en una modificacion energética que compromete el transportador aniénico
gue lleva el antibiético hacia el interior de la célula. La presencia de capa lipidica en
la membrana actia como un mecanismo de resistencia para medicamentos

hidrofébicos.*® *’

Porinas

Son canales de difusién presentes en la membrana externa de la bacteria.

De la modificacion por mutacion de estas proteinas se genera una disminucion del
paso del antibidtico. Este es el mecanismo empleado por Salmonella typhimurium
contra cefalosporinas de primera generacién, Serratiamarcescens, E. coli y

Pseudomona aeruginosa contra aminoglucésidos y carbapenem.*® 4/

Eflujo activo

Es debido a la presencia de proteinas de membrana especializadas. Se altera la
produccion de energia y se disminuye no solamente la entrada del antibiético sino
que a su vez las bacterias reducen la concentracion del antibidtico y se promueve la

extraccion activa del mismo. Confiere resistencia a tetraciclinas, fluoroquinolonas,
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Cloranfenicol y pB-lactdmicos, antisépticos y desinfectantes de tipo amonio

cuaternario.6 47

C. Alteracioén del sitio blanco

En este mecanismo de resistencia bacteriana se modifican algunos sitios especificos
de la anatomia celular, como pared celular, subunidad 50S, 30S ribosomales, etc.*t 4°
De esta manera la modificacion de enzimas catalizadoras en la produccion de
proteoglicanos celulares, conferiran resistencia a los B-lactamicos dado que es esta
enzima su sitio de accion.***°

La resistencia a las Quinolonas de gérmenes como Pseudomona aeruginosa,
Escherichia coli y Staphylococcus aureus obedece a la modificaciébn por mutacién de
los genes Gyr A 'y Gyr B que codifican para las topoisomerasas Il y [V.40.50
Caracteristicamente las mutaciones mencionadas se presentan como cromosomicas
y no como plasmidos.”*® Respecto a las deméas estructuras ribosomales
encontramos modificaciones a nivel de multiples subunidades como 30S, 50S. Sitios
de acciébn de Aminoglucésidos, Lincosamidas, Macrdélidos y Tetraciclinas. Por
ejemplo: la metilacion ARN ribosomal de la subunidad 50S es el mecanismo de
resistencia de S. aureus, Bacteroides fragilis y Clostridium perfringens a
Tetraciclinas, Cloranfenicol y Macrélidos.**>°

El mecanismo de resistencia (ribosomal) a Gentamicina, Tobramicina y Amikacina es
poco frecuente y consiste en la mutacion del péptido S12 de la subunidad 30S.

Cabe destacar en este punto los mecanismos de meticilino resistencia por
produccion de una proteina ligadora de penicilina (PBP), la resistencia a

Glicopéptidos por S. aureus.*®*°
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VI. DISENO METODOLOGICO

Tipo de estudio.
Es un estudio descriptivo de corte transversal

Areas de estudio.

El Municipio de Achuapa esta localizado en la zona norte del Departamento de Leon,

ubicado entre las coordenadas 13° 03 ' de latitud norte y 86°35' de longitud oeste y a
una altitud de 330.90 m sobre el nivel del mar. Su extensioén territorial es de 416.24

km?2.54

Se destaca un valle donde se asienta la zona urbana y la zona montafiosa con
predominancia de areas dedicadas al pastoreo, un area de bosques secos tropicales
y la presencia de bosques de conifera. Posee un clima del tipo Sub-tropical seco,
presenta un promedio anual de precipitacion de 1,400 a 1,800 mm, con una

distribucion regular principalmente en los meses de Mayo a noviembre.5*

Se localiza al norte con el municipio de San Juan de Limay, del Departamento de
Esteli. Al sur con El Sauce, del Departamento de Leon. Al este con Esteli. Al oeste

con Villanueva, municipio del Departamento de Chinandega.>*

El municipio de Larreynaga esta localizado en las coordenadas 120 40' de latitud
norte y 860 34' de longitud oeste, a 92.28 mts. Sobre el nivel del mar. Con una

extension territorial de 888Kmz2.55

Tiene como cabecera municipal a Malpaisillo limita Al Norte: Municipios de El Sauce
y Villanueva. Al Sur: Municipio de La Paz Centro. Al Este: Municipio de El Jicaral. Al

Oeste: Municipios de Leon y Telicass

EL municipio de Larreynaga, tiene un clima Tropical de Sabana, se caracteriza por

una marcada estacion seca de seis a siete meses de duracion.ss
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Poblacion.

Estuvo compuesta por 650 vacas productoras de leche, de las cuales 286
correspondian a 18 fincas del municipio de Achuapa y 364 vacas distribuidas en 16
fincas del municipio de Larreynaga, que abastecen a los centros de acopio lecheros

de dichos municipios.
Unidades de andlisis
Las muestras de leche obtenida de cada vaca seleccionada.
Tamafo de muestra

El célculo se realizdé en base a la poblacion de 5200 vacas en produccion lactea de
todas las fincas lecheras del occidente de Nicaragua, que abastecen a los centros de
acopio lecheros de la red fria de la Cuenta Reto del Milenio (CRM), dato
proporcionado por el organismo TecnoEmprendeS. Obteniéndose un total de 358
muestras de leche proveniente de vacas afectadas con mastitis, empleando para su
calculo un 95% de confianza, una prevalencia esperada del 50% y un margen de
error de 5%. Aplicandose un muestreo estratificado se calculé una fraccion muestral
de 0.068 que se aplicd a la poblacién de cada centro, obteniéndose 19 muestras
para el municipio de Achuapa y 24 muestras para el Larreynaga. Obteniéndose asi
un total de 43 muestras para el estudio, se eliminaron 3 muestras por contaminacion.

Los resultados se presentan en base a 40 muestras.
Seleccién de la muestra

Las muestras en cada finca fueron seleccionadas a través de muestreo aleatorio

simple
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Criterios de inclusion y exclusién
Inclusion:

* Vacas productoras de leche positivas a la prueba del CMT.
* Vacas productoras de leche con 20 dias de lactacion.
* Vacas productoras de leche con menos 250 dias de lactacion.
* Participacion Voluntaria del productor.
Exclusion:
* Vacas no productoras de leche.
* Vacas productoras de leche negativas a la prueba del CMT.
* Vacas con periodos de lactaciéon menor de 20 dias pos parto.

* Vacas productoras de leche con mas de 250 dias de lactacion.
Deteccién de vacas con mastitis
Previa a la recoleccion de la muestra se realizé el diagnéstico de mastitis mediante la
prueba California Mastitis Test (CMT). (Ver anexos)
Método de recolecciéon de las muestras.
Al momento del ordefio, se descartaron los primeros chorros de leche. En un tubo
estéril (Conico de 15 ml) previamente identificado, se tomaron 4ml de leche del

pezon afectado. El tubo fue sellado herméticamente y colocado en una gradilla para

Su posterior conservacion y transporte
Transporte y Conservacion de las muestras
Las muestras fueron transportadas en refrigeracion (4-8°C) al laboratorio de

microbiologia del Centro Veterinario de Diagndstico en Investigacion (CEVEDI) de la

UNAN-LeOn para ser procesadas en menos de 24hrs.
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Procesamiento de laboratorio.

Aislamiento e Identificacion bacteriana.

Se inoculé 20 pl de cada muestra en Agar Sangre de Carnero (ASC) al 5% y agar

Mac Conkey por rayado convencional, se incubaron a 37°C por 18- 24hrs.

La identificacion bacteriana se realiz0 de acuerdo con el siguiente esquema de

trabajo.
Aislamiento
Eorma s Tamafio
\ Morfologia de e
las Colonias
Hemolisis —— 7 T~ Color
Tincion de Gram
FRacimos Catslasa+ (Catalasz - Cadena l l l l
lj l_‘ j_‘ Triple Lisina Citrato Ures
Staphylococcus spp Streptococeus spp aiucar  disamingsa  Simnn
mas hierra (LIA)
(T=l
Coagulasa | |
i+) () l

v v
S Aureus SCN.
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Determinacion de los perfiles de resistencia.

Los perfiles de resistencias fueron determinados por el método de difusion en agar
(Kirby Baler) segun el manual de National Committee for Clinical Laboratory
Standars (NCCLS) °* * empleando agar Mueller Hintol, con los siguientes
antibidticos.

Gentamicina (CN), Oxitetraciclina (OT), Eritromicina (E), Ciprofloxacina (CIP),
Cefalexina (CL), Vancomicina (VA), Enrofloxacina (ENR), Amoxicilna/Ac clavulanico
(AMC).

Recolecciéon de los datos

Por fuente de informacion primaria a través de una ficha de recoleccion de datos

completado por observacion directa y preguntas al productor. (Ver anexo tabla 2)
Analisis de los datos
Los datos fueron registrado en Stadistic paquet for Social Sciences (SPSS) version

19 para ser analizado por medio de estadisticos descriptivos como la distribucion de
frecuencias absolutas y relativas a si como tablas de contingencias.
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VIl.  RESULTADOS

Al realizar el aislamiento de las bacterias causantes mastitis de subclinica bovina en
40 vacas afectadas en los municipios de Achuapa y Larreynaga, se encontrd
Staphylococcus coagulasa negativo (SCN) en un 57.5%, Staphylococcus aureus en
un 25%, Streptococcus spp y Pseudomonas spp en un 7.5% y E.coli en un 2.5%
(Gréfical)

Respecto a los aislamientos por municipio, en Achuapa se aisl6 SCN en un 52.2%,
S. aureus en un 34.8%, Streptococcus spp en un 17.6% y E.coli en un 4.3%,
mientras que en el municipio de Larreynaga, los aislamientos fueron de un 64.7%

para SCN, 17.6% Pseudomona spp y 11.8% para S. aureus. (Gréfica 2).

Se encontré que las bacterias aisladas presentaron resistencia a la Vancomicina en
80.6%, seguido de la Eritromicina 77.8%, Oxitetraciclina con un 28.2%, Cefalexina
23.1%, Amoxicilina/Ac. Clavulanico. 23.1% Ciprofloxacina 20.8%, Enrofloxacina
20.5% y la Gentamicina 0%. (Gréfica 3).

S. aureus mostré una resistencia de 100% a Vancomicina, 50% a Cefalexina,
Eritromicina, Oxitetraciclina y Ciprofloxacina, 30% a Amoxicilina/Ac. Clavulanico, 0%
a Eritromicina y Gentamicina. La resistencia presentada por el SCN, fue de 77.8% a
Eritromicina, 69.96% a Vancomicina, 34.8% a Enrofloxacina, 21.7% a Oxitetraciclina,

13.3% a Ciprofloxacina y Cefalexina, y 0% a Gentamicina. (Gréfica 4)

La Escherichia coli resultd resistente en un 100% a Amoxicilina/Ac. Clavulanico,
siendo sensible a los demas antibidticos. Pseudomona spp se mostro resistente a
Vancomicina y Eritromicina en un 100%, resultando sensible al resto de los

antibioticos implicados en el estudio. (Gréafica 4)

El Streptococcus spp expresé una resistencia del 100% a Amoxicilina/Ac.
Clavulanico, Vancomicina y Eritromicina, 50% a Oxitetraciclina, no expresando

resistencia a los demas antibioticos. (Grafica 4)
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VIll. DISCUSION

En el presente trabajo se identificaron agentes bacterianos implicados en la aparicion
de mastitis bovina y se evalud la resistencia de las bacterias ante los farmacos
utilizados para tratar esta patologia. Las muestras de leche se obtuvieron de fincas
que abastecen a los centros de acopio de Achuapa y Larreynaga, Leon.

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que los principales bacterias
implicados en la mastitis son cepas de, SCN en un 57%, Staphylococcus aureus en
un 25%, Streptococcus spp en un 7.5% y Pseudomonas spp en un 7.5% vy
Escherichia coli en un 2.5%. Estos datos concuerdan con los resultados de Peralta y
col; 2004, en donde aislé Staphylococcus aureus en un 62%, SCN en un 31%,
Streptococcus spp en un 6% Yy Escherichia coli en un 1%, de leche proveniente de
cuatro granjas del departamento de Ledn. Zeledon K. y Aguirre 2007, encontraron en
seis fincas del municipio de Ledn, S. aureus en un 77.9% y Pseudomonas spp en un
0.55%. Nickerson y Boddie®®, sostienen que el rol de los SCN como agentes
etiolégicos de mastitis bovina no esta completamente claro, ya que, por un lado,
incrementan el recuento de células soméaticas en la glandula mamaria, alterando la
calidad de la leche y, por otro, contribuyen a mantener elevada la barrera leucocitaria

previniendo la colonizacién de otros patdgenos mamarios.

El aislamiento de Streptococcus spp; Pseudomonas spp y E.coli, se debi6
probablemente al fallo de los mecanismos de defensa de la vaca, (fallo en el cierre
del canal del pezén, inmunodeficiencia, edad de la vaca etc.), ya que la procedencia
de estos es ambiental. Las causas son errores en el manejo, especialmente en la
higiene (insalubridad de los corrales) y el régimen de ordefio. Amiot J.>° afirma que la
mamitis producidas por Streptococcus spp. Staphylococcus y Coliformes se deben a
una infeccion localizada en la ubre como consecuencia de una contaminacion

exégena.

En los municipios de Achuapa y Larreynaga se encontré6 en comun la presencia de

Staphylococcus aureus y SCN. Esto puede deberse a que los Staphylococcus spp no
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son patdgenos obligados de la ubre, ya que se encuentran también en lesiones de la

piel de los pezones, en las manos de los ordefiadores, y los equipos de ordefio.

Las bacterias aisladas presentaron resistencia a: Vancomicina con un 80.6% vy
Eritromicina 77.8%; En nuestro pais la Vancomicina dejo de utilizarse hace varios
afios en Medicina Veterinaria por su elevado costo, pero es de uso frecuente en
Medicina Humana; mientras que la Eritromicina tiene un uso limitado en Veterinaria
(aves). Cada vez son menos las barreras para la transferencia de genes de
resistencia entre microorganismos patdogenos, como también para la transferencia
horizontal de bacterias resistentes del hombre a los animales y viceversa. Existen
muchas explicaciones teodricas sobre los mecanismos de resistencia creados por las
bacterias ante Vancomicina y Eritromicina, sin embargo es necesaria la realizacion
de pruebas diagnosticas como Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) para la
busqueda de genes implicados, tales como el gen van para Vancomicina y el gen

erm para Eritromicina.

S. aureus presentd resistencia a Vancomicina 100%, Cefalexina, Eritromicina, y
Ciprofloxacina en un 50%, En comparaciéon a una investigacion realizada en el 2007
por Zeleddn en donde esta bacteria presentd una resistencia de 7.21% a
Vancomicina, 4.28% Eritromicina, 4.72% Gentamicina y 4.82% a Ciprofloxacina. En 3
municipios del estado de Michoacan se obtuvieron resultados de resistencia del
Staphylococcus aureus a Eritromicina 34%, Gentamicina 3.5%.

S. aureus mostro resistencia principalmente frente a Vancomicina esto se debio
probablemente a que estdbamos frente a cepas de S. aureus resistentes a Meticilina
(SARM). El mecanismo por el cual estas cepas presentan una sensibilidad
disminuida a la Vancomicina no esta plenamente aclarado, pero se atribuye
basicamente a una alteracion en la pared bacteriana secundaria al aumento en la
sintesis de peptidoglucano por parte de S. aureus, lo que disminuiria el acceso de la

Vancomicina al lugar de accién en la pared bacteriana.®
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El SCN resulté ser resistente a Eritromicina en un 77.8%, Vancomicina en un 69.6%,
Una investigacion realizada por un laboratorio de micologia y bacteriologia de
Paraguay, revelo que el SCN mostré una resistencia a Gentamicina en un 19%. Esta
ausencia de sensibilidad del SCN a la Eritromicina puede atribuirse a la resistencia
por metilaciones que impiden la unién de los farmacos al ribosoma 50S, este
mecanismo esta codificado por plasmidos en transposones, es cruzada y puede ser

inducible.

La cepa de E. coli aislada en este estudio, solo obtuvo resistencia a un antibiotico
(Amoxicilina/ac. Clavulanico). En la investigacion realizada por Peralta y col; esta
bacteria fue resistente a Penicilina 100%. Florentin C. en su estudio encontré que la
E. coli presentd una resistencia del 7 % a Penicilina y Gentamicina. Esta resistencia
a la Amoxicilina/Ac. Clavulanico, pudo haber sido causada por una E.coli productor
de B-lactamasa. Para la comprobacion de esta hipotesis se recomienda la realizacion
de pruebas mas especificas como Betalactamasas de Espectro Extendido (BLEE)

Streptococcus spp presentd una resistencia a Amoxicilina/ac. Clavulanico,
Vancomicina, Eritromicina y Oxitetraciclina. La aparicién de estas resistencias puede
estar motivada por la aparicién de transposones, que aportan genes de resistencia a

varios antimicrobianos, o mediante la incorporacién de plasmidos. ®*

Las bacterias aisladas no presentaron resistencia a Gentamicina, debido a que este
farmaco esta siendo poco utilizado en las granjas lecheras por su efecto residual, lo

gue no favorece a los productores, por lo que ha llegado a ser sustituido por otros.

El monitoreo de la resistencia por si solo no provee la informacion necesaria para
una intervencién bien dirigida hacia el control de este problema, ya que se requiere
informacion detallada sobre la generacion de resistencia asi como el uso que se
hace de los distintos antimicrobianos®® Ademas, orienta la eleccién terapéutica pero
no asegura el éxito de la misma ya que deben considerarse ademas las

interrelaciones con el ambiente interno del hospedero
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IX. CONCLUSION

Los agentes con mayor frecuencia aislados de las muestras de leche provenientes

de vacas con mastitis fueron SCN en un 57.5% y S. Aureus en un 25 %.

En el municipio de Achuapa, se encontr6 mayor diversidad de agentes como: SCN,
S. aureus, Streptococcus spp Yy E,coli.

La presencia de estos agentes en ambos municipios fue variable teniendo en comun

S. aureus y SCN.

Las bacterias encontradas mostraron mayor resistencia a Vancomicina y

Eritromicina.

Las bacterias aisladas no presentaron resistencia a Gentamicina.
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X. RECOMENDACIONES

Considerando que existe una preocupacion mundial por el problema de resistencia
bacteriana adquirida a los diversos antibiéticos que son utilizados con mayor
frecuencia en las terapias de mastitis clinicas y subclinicas y, teniendo en cuenta que
el uso del antibiograma «in vitro» es considerado como un buen medio de orientacion
terapéutica, a pesar de las posibles diferencias con los resultados «in vivo», creemos

que es de gran utilidad:

1. Realizar o estructurar un programa de vigilancia de resistencia a los
antimicrobianos mediante la técnica de Kirby Bauer, con el fin de mantener
informacion actualizada que oriente sobre la mejor seleccion de

antimicrobianos frente a esta patologia de impacto productivo.

2. Disminuir la resistencia bacteriana, controlando el uso y distribuciéon de los

farmacos.
3. Introduccion obligatoria de la receta médico veterinaria.

4. Rotacion de los farmacos por sectores (disminuye la presién de seleccion),

conservandose la susceptibilidad a éstos en distintas localidades.

5. usar antimicrobianos de espectro reducido, sobre todo aquellos que no son de

primera linea de eleccién en infecciones graves en medicina humana.

6. Aplicar las técnicas de ordefio limpio.
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XIl.  ANEXOS
Pasos previos alarecoleccion de muestra para el laboratorio
Preparacion de la piel de la ubre y pezones

Las muestras fueron obtenidas directamente de la vaca previa al ordefio con una

desinfeccidon de acuerdo al siguiente procedimiento.

Se debe comenzar a desinfectar en primer término el pezdbn mas alejado del

operador, finalizando por el mas cercano al mismo

Lavar los pezones con agua potable, una toalla de papel descartable y ademas con

una solucion antiséptica alcohol al 80%.

La punta de cada pezon se debe frotar vigorosamente con un algodén o pequefios
pafios humedecidos en alcohol etilico o isopropilico de 70% por 10 a 20 segundos;
utilizando un trozo de algoddn o pafio para cada pezon a muestrear hasta notar que

la punta del pezdn esté visiblemente limpia.t*
Materiales para la toma de muestras

Tubos estériles con tapa a rosca o descartables con tapon a presion. Normalmente
se utilizan tubos de 15 a 25 ml de capacidad debido a la facilidad para manipular los
mismos. Sin embargo, se pueden utilizar viales o tubos de menor capacidad. En caso
gue se desee utilizar material de vidrio, se debe limpiar cuidadosamente y esterilizar
en autoclave a 121°C por 15 minutos con las tapas ligeramente flojas. Las mismas

deberan ajustarse luego de la esterilizacion®s

Se recomienda colocar cinta de enmascarar o similar a cada tubo para posibilitar la
identificacion de cada muestra utilizando boligrafo o marcador permanente. Esta
practica es preferible a escribir directamente sobre el tubo de vidrio ya que facilita el
lavado del material en el laboratorio. Es conveniente identificar los tubos cuando

estan secos antes del muestreo. Los viales de plastico se pueden identificar con
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marcador permanente. Los tubos deberan posteriormente ubicarse en gradillas

adecuadas para su manipuleo y almacenamiento®s

Momento de latoma de muestras

Las muestras para cultivo bacteriol6gico deben ser tomadas antes del ordefio.
Recoleccién de la muestra

Para disminuir la contaminacién involuntaria de los pezones durante la toma de
muestra, se debe comenzar a muestrear el cuarto mas cercano al operador,
finalizando con el méas alejado. Se sacara la tapa del tubo sin tocar con los dedos la
superficie interna de la tapa o la boca del mismo. Se eliminaran los primeros dos o
tres chorros de leche y se mantendra el tubo en posicion oblicua.®> ElI pezon se
llevara asimismo a una posicion oblicua y se dirigira el chorro de leche dentro del
tubo. Al ubicar tubos y pezones en esta posicion se minimiza la posibilidad de
contaminacion por particulas que se desprendieran de la piel de la ubre. La celeridad
en el procedimiento también disminuye la posibilidad de contaminacion. La

recoleccion de 3 a 4 ml de leche es suficiente para los analisis bacteriol6gicos®s.
Flora bacteriana de la ubre sana

La leche obtenida de una glandula mamaria sana puede contaminarse con
organismos presentes en el canal del pezon. Si bien la magnitud y el tipo de la
contaminacion del canal del pezon son variables, los organismos mas
frecuentemente aislados son: Micrococcus spp., Corynebacterium bovis, Bacillus

spp, estreptococos, estafilococos, enterobacterias y Pseudomonas spp©s
Procedimientos basicos de cultivo

El medio utilizado para el aislamiento primario de la mayoria de los organismos
patogenos de mastitis es agar sangre. La sangre de bovino (preferiblemente ternero)

u ovino, defibrinada u obtenida con anticoagulante, se agrega al medio base en una
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concentracion del 5%. No se recomienda el uso de sangre de caballo o conejo ya

gue no revelan la presencia de la hemolisina b de S. aureus®>

Las muestras deben ser retiradas del refrigerador para que tomen temperatura
ambiente antes de ser sembradas. Las bacterias se concentran en la capa de grasa,
por lo que las muestras deben ser cuidadosamente homogeneizadas mecéanica o
manualmente antes de inocular el medio de cultivo. La leche de los cuartos

mamarios se siembra 0,01 ml en un cuadrante de la placa de cultivo®®.

Las placas inoculadas deben incubarse a 35-37°C por 24-48 hs. Usualmente las
placas se examinan a las 18-24 hs para detectar la presencia de organismos de
crecimiento rapido. En caso de no observarse desarrollo se reincuban por otras 24
hs. Si se sospecha la presencia de organismos de crecimiento lento, la incubacion
puede prolongarse. Por lo comentado anteriormente es posible que una muestra
tomada en condiciones asépticas contenga organismos contaminantes provenientes
del canal o el orificio del pezon®s .El aislamiento de varios tipos de bacterias a partir
de leche de cuartos individuales sugiere una toma de muestra deficiente. Si se aislan
tres o mas tipos de colonias distintos se deben considerar la muestra como
contaminada, salvo que se aislen S. agalactiae o S. aureus. Si se sospecha que la

muestra estd contaminada, el muestreo deberia repetirse 5.
Identificacidén de los organismos mas frecuentemente aislados.

Los organismos mas frecuentemente aislados son los cocos Gram positivos
(estafilococos y estreptococos). El diagndstico preliminar de S. aureus puede
hacerse sobre la base de la morfologia de las colonias y la hemdlisis. Una zona
amplia y una estrecha de hemodlisis alrededor de las colonias son caracteristicas de
S. aureus. El diagnoéstico definitivo se hara sobre la base de coloracion de Gram,

presencia de catalasa y coagulasa en plasma de conejo®s

Es importante que se diferencien los estafilococos coagulasa negativos de S. aureus,

ya que la patogenicidad y caracteristicas epidemioldgicas de ambos son distintas®®
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Los estreptococos producen colonias mas pequefias que los estafilococos, pudiendo
dar una hemdlisis clara (b) o verdosa (a) alrededor de la colonia, o0 no producir
hemdlisis. La identificaciéon de las distintas especies se hace sobre la base de
produccién de hemodlisis, ausencia de catalasa, CAMP test, hidrdlisis de la esculina y
del hipurato, crecimiento en caldo CINa al 6,5% y serotipificacion. Las especies mas
frecuentemente aisladas son: S. agalactiae, Streptococcus dysgalactiae vy

Streptococcus uberis®s

Dentro de los organismos aerdbicos Gram negativos, los mas frecuentemente
aislados son los coliformes. Las colonias pueden diferenciarse de las de
estafilococos por su mayor tamafio, humedad y color grisiceo a transparente. Luego
de la coloracion de Gram es conveniente inocular la colonia en medios diferenciales
como el triple azucar hierro y sulfhidrico indol motilidad, para proceder a una
identificacion presuntiva. La identificacion definitiva se hace sobre la base de pruebas
bioguimicas. Los géneros y especies mas representativos dentro de este grupo son:

Escherichia coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp®>

Otro organismo aerdébico Gram negativo de aislamiento frecuente es Pseudomonas
aeruginosa. Corynebacterium bovis es un bacilo Gram positivo considerado un
patbgeno menor. Las colonias se detectan luego de 48 hs de incubacion y crecen
mejor en la zona de la placa donde se depositd la primera estria de leche>®.La
identificacion se hace sobre la base de morfologia microscopica, presencia de
catalasa, y requerimiento de acidos grasos insaturados. Arcanobacterium
(Actinomyces) pyogenes es un organismo grasos insaturados. Arcanobacterium
(Actinomyces) pyogenes es un organismo emparentado con las Corynebacterias,
aunque causante de mastitis severas. Puede estar asociado con organismos
anaerobios, generando exudados malolientes. Se identifica sobre la base de
presencia de hemadlisis, ausencia de catalasa, hidrolisis de la caseina y la gelatina,

etcos
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Los Mycoplasmas spp son organismos sin pared celular. La especie mas comun es
Mycoplasma bovis. Este organismo causa mastitis de aparicion rapida y curso
prolongado, caracterizadas por la presencia de exudado purulento y una marcada
reduccion de la produccion lactea. La identificacion se basa principalmente en la
demostracion de las colonias (0,01 a 0,5 mm de didmetro) con una tipica apariencia

de “huevo frito”65

Otras bacterias que se aislan frecuentemente son Bacillus spp, que si bien son
considerados saprofitos, en ocasiones pueden causar mastitis. La posibilidad de
estar en presencia de infeccién intramamaria causadas por gérmenes anaerobios
debe contemplarse cuando no se aislen organismos en cultivo aerébico a partir de
mastitis clinicas severas que no han recibido tratamiento. Estos organismos

requieren técnicas de obtencion de muestras y cultivo especiales®s

Otros organismos que pueden aislarse esporadicamente son: Nocardia asteroides,

Mycobacterium bovis, hongos (Candida spp., Criptococcus spp., etc.) y Protothecas®
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Ficha de recoleccion de datos

Resistencia antimicrobiana de bacterias aisladas en leche de vacas con mastitis en

las fincas que abastecen a los centros de acopio de Achuapa y Larreynaga.

Fecha N° de muestra

Municipio Identificacion del animal

Nombre de la finca

Resultados de CMT

Agentes encontrados

Farmaco RII|S Farmaco R|II |S

Amoxicil./A. Clav. Amoxicil./A. Clav.

Gentamicina Gentamicina

Oxitetraciclina Oxitetraciclina

Ciprofloxacina Ciprofloxacina

Cefalexina Cefalexina

Vancomicina Vancomicina

Enrofloxacina Enrofloxacina

Eritromicina Eritromicina
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Tabla 1. Interpretacion del método Kirby Bauer

Antibiético | Concentracién Resistente Intermedio Sensible
(miligramos)

Amox / ac. clav 30 <13 14-17 > 18
Cefalexina 30 <14 15-17 >18
Ceftriaxona 30 <13 14-20 >21

Gentamicina 10 <12 13-14 >15
Enrofloxacina 5 <16 17-22 >23
Oxitetraciclina 30 <14 15-18 >19
Ciprofloxacina 30 <15 16-20 >21
Vancomicina 30 <17 . .
Eritromicina 10 <15 16-20 >21
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Areas de estudio

Municipio de Achuapa
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Municipio de Larreynaga
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Grafica 2
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Graficas de Resultados
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Grafica 3

Resistencia antimicrobiana de las bacterias
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