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RESUMEN:

La investigacién se llevé a cabo en tres ganaderias ubicadas en el Municipio de Agua
Caliente del Departamento de Chalatenango, la cual tuvo una duracioén total de 6 meses
en todas sus etapas. Se realizd un Unico muestreo por hacienda en donde se procedi6 a
hacer la prueba de California para mastitis (CMT) a 154 vacas que se encontraban en
ordefio manual. A partir de los resultados de CMT se identificaron 46 animales (29.87%)
positivos a algun grado de mastitis, de los cuales 28 (60.9%) se clasificaron como mastitis
subclinica y 18 (39.1%) como mastitis clinica. De las 46 muestras obtenidas de vacas
positivas a CMT se aislaron e identificaron 19 microorganismos, siendo los mas
frecuentes S. aureus (22.61%), E. coli (17.85%) y E. durans (9.52%); y los menos
frecuentes B. subtillis, Bordetella spp y A. baumanii (1.19% respectivamente), lo que
confirma la variedad de agentes involucrados en la patogénesis de la mastitis bovina. Al
total de bacterias identificadas se les practicaron pruebas de sensibilidad utilizando el
método de Kirby Bauer de difusion en disco para evaluar diez antimicrobianos
comunmente empleados para el tratamiento de la mastitis bovina. Las bacterias
presentaron mayor resistencia a Penicilina (57.14%), Ampicilina (53.24%), Oxitetraciclina
(48.0%) y Eritromicina (45.4%); y mostraron mayor sensibilidad a Enrofloxacina (98.61%),
Trimetoprim-sulfametoxazol (97.41%), Ciprofloxacina (94.81%), Gentamicina (88.32%),
Amoxicilina mas acido clavulanico (84.5%) y Neomicina (84.5%). Los perfiles de
multirresistencia mas frecuentes fueron Penicilina y Macrolidos (37.83%), Penicilina y
Tetraciclina (16.20%); Tetraciclinas y Aminoglucésidos (10.80%); Penicilina, Tetraciclinas
y Macrdélidos (8.10%).

PALABRAS CLAVE: Mastitis subclinica, mastitis clinica, bacterias, multirresistencia
antimicrobiana.



SUMMARY:

The research was conducted on three dairy farms located in Agua Caliente,
Chalatenango, which had a total duration of 6 months in all its stages. A single sampling
by dairy farm was carried out where the California Mastitis Test (CMT) was performed to
154 cows submitted to hand milking. From positive samples to CMT results, 46 animals
(29.87%) were positive to some degree of mastitis, of which 28 (60.9%) were classified as
subclinical mastitis and 18 (39.1%) as clinical mastitis. Of the 46 samples obtained from
positive cows to CMT, 19 microorganisms were isolated, being the most frequent S.
aureus (22.61%), E. coli (17.85%) y E. durans (9.52%); and less frequent B. subtillis,
Bordetella spp y A. baumanii (1.19% respectively), confirming the variety of agents
involved in the pathogenesis of bovine mastitis. Antimicrobial susceptibility tests were
performed to the identified bacteria by the Kirby Bauer in vitro diffusion technique in which
ten of the most commonly used antibiotics for the treatment of bovine mastitis were tested.
The bacteria showed greater resistance to Penicillin (57.14%), Ampicillin (53.24%),
Oxytetracycline (48.0%) and Erythromycin (45.4%); and showed greater sensitivity to
Enrofloxacin (98.6%), Trimethoprim-sulfamethoxazole (97.41%), Ciprofloxacin (94.81%),
Gentamicin (88.32%), Amoxicillin plus clavulanic acid (84.5%) and Neomycin (84.5%). The
most frequent multidrugresistant patterns were Penicillin and Macrolides (37.83%),
Penicillin and Tetracycline (16.20%); Tetracyclines and Aminoglycosides (10.80%);
Penicillin, Tetracyclines and Macrolides (8.10%).

KEYWORDS: Subclinical mastitis, clinical mastitis, bacteria, antimicrobial multidrug
resistance.
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ABREVIATURAS

ABREVIATURA DESCRIPCION UNIDADES
CMT California Mastitis Test
NaOH Hidroxido de sodio
CCs Conteo de células sométicas Células/ mL de leche
RCS Recuento de células somaticas
T Grado Trazas
OIE Organizacion Mundial de Sanidad Animal
CiM Concentracién Minima Inhibitoria pa/mL
MMR Microorganismo multirresistente
MRAM Multirresistencia antimicrobiana
NCCLS National Committee for Clinical and Laboratory
Standards
EMB Eosina Metilo Brillante
SCN Staphyhlococcus coagulasa negativa
CAMP Christie- Atkins- Munch- Peterson test
NaCl Cloruro de sodio
SXT Trimetropim/ Sulfametoxazol
AMP Ampicilina
PEN Penicilina G Procainica
AMC Amoxicilina + Acido clavulanico
OXl Oxitetraciclina
ERX Enrofloxacina
GEN Gentamicina
NEO Neomicina
CIP Ciprofloxacina
S Sensible
I Susceptibilidad Intermedia
R Resistente
PEN. Penicilinas
QUINO. Quinolonas
TETRA. Tetraciclinas
SULFAS. Sufonamidas
AMINO. Aminoglucosidos
MACRO. Macrolidos
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1. INTRODUCCION

El uso de antibioticos en medicina veterinaria
constituye una de las principales herramientas terapéuticas utilizadas para el control de
enfermedades infecciosas de origen bacteriano (Martel et al 2000) como es el caso de la
mastitis; que es una de las enfermedades con mayor prevalencia que afectan al ganado
lechero y es reconocida mundialmente por causar grandes pérdidas econémicas tanto al
productor como a la industria (San Martin et al 2002). La mastitis se define como la
inflamacién de la glandula mamaria, la cual reduce la produccion de leche, alterando la
composicion de la misma (alteraciones fisicas, quimicas, organolépticas y contaminacion
microbioldgica de la leche), pudiendo clasificarse en mastitis subclinica y mastitis clinica,
en relacion a sus manifestaciones clinicas (Gasque 2008).

La infeccién por microorganismos patégenos es un factor determinante que influye en la
presentacion de la mastitis; desde el punto de vista epidemiol6gico algunos de estos
microorganismos se transmiten durante el ordefio (patbgenos contagiosos:
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae); mientras que otros estan diseminados
en el medio ambiente y llegan a la piel del pezén en el intervalo entre ordefios
(microorganismos ambientales: Streptococcus uberis, coliformes, Enterococcus) (Nedder
et al 2014).

Los programas de control para esta enfermedad consisten en medidas de higiene durante
el ordefio, incluyendo la desinfeccion de los pezones, que ayuda a reducir la
contaminacién y el nimero de patégenos mamarios que pueden llegar al conducto del
pezoén, el descarte de animales con infecciones intramamarias cronicas y la terapia
antibiética (Calvinho 2010). El principal objetivo de la terapia antibidtica es eliminar al
organismo invasor mediante la administracién de una cantidad 6ptima de droga activa en
el sitio de la infeccion, que supere y mantenga por un tiempo adecuado una concentracion
capaz de inhibir al microorganismo actuante; esto implica que el médico veterinario
necesita conocer las caracteristicas farmacoldgicas del antimicrobiano a utilizar para hacer
un uso racional de este, conocer el agente etiolégico involucrado y la susceptibilidad que
este presenta a los antibidticos disponibles en el mercado nacional (OMS 2000).

Sin embargo, existen numerosas publicaciones internacionales en el ambito de la
produccion animal, incluyendo al ganado lechero, que sefialan la existencia de
multirresistencia bacteriana debido al uso indiscriminado de los antimicrobianos (Martel et
al 2000). La resistencia antimicrobiana se produce cuando los microorganismos sufren
cambios al verse expuestos a los antimicrobianos, dando como resultado un fracaso
terapéutico que produce infecciones persistentes de facil propagacion (OMS 2000).

A través de los afios, diversos estudios indican que las bacterias adquieren resistencia no
solo a antimicrobianos de una misma familia, sino también a drogas con diferentes
estructuras y mecanismos de accion (Martel et al 2000). Esta situacion plantea graves
preocupaciones para la salud publica, pues algunas de las bacterias resistentes de
reciente emergencia en los animales se transmiten a las personas, principalmente por los
alimentos de origen animal, como es el caso de la leche, o por el contacto directo con
animales de granja. Tratar las enfermedades provocadas por esas bacterias resistentes



en las personas resulta mas dificil y costoso y, en algunos casos, los antimicrobianos
disponibles ya no son eficaces (OMS 2000). Es por eso que los médicos veterinarios,
desempefian un papel clave en este ambito, a través de su funcion en la reglamentacion y
supervision del uso de los agentes antimicrobianos y en el asesoramiento profesional
sobre su utilizacion a agricultores y propietarios de animales (OIE 2015).

Es por eso, que el objetivo principal de esta investigacion fue evaluar la multirresistencia
a los antimicrobianos utilizados ante los principales agentes patdgenos de la mastitis
subclinica y mastitis clinica identificados en leche de vacas en ordefio manual en tres
ganaderias del Municipio de Agua Caliente del Departamento de Chalatenango.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Definicién de mastitis
La mastitis es una inflamacion de la glandula mamaria y sus tejidos secretorios, que

reduce la produccion del volumen de leche, alterando su composicion, ademas de elevar
su carga bacteriana normal (Gasque 2008).

2.2. Clasificacion de la mastitis
Segun su presentacion, la mastitis se clasifica como:

2.2.1. Mastitis subclinica

En la mastitis subclinica la ubre de la vaca permanece aparentemente sana, la leche que
produce, a simple vista, es normal, pero una infeccion incipiente puede estar dafiando el
tejido glandular provocando una alteracion en la leche (Pérez et al 2005). Es el tipo mas
frecuente de mastitis, conduciendo a una infeccion intramamaria, pero tanto la ubre como
la leche tienen aspecto normal. La Unica forma de deteccion es por medio de distintos
tipos de analisis que dan como resultado un aumento en el nimero de células somaticas
o la presencia de microorganismos (Martinez 2014).

2.2.2. Mastitis clinica

Es aquella en la que se presentan signos clinicos, que desencadenan sintomatologia
sistémica como fiebre, inapetencia y decaimiento; la glandula muestra signos de
inflamacién (rubor, calor, edema, dolor) y, en algunos casos, llega a estados de fibrosis
con pérdida de la funcién por atrofia de los alvéolos galactéforos. Por su parte, la leche
toma aspecto sanguinolento, con coagulos, grumos y notoria disminucion de la produccién
(Martinez et al 2013).

Segun el grado de severidad, la mastitis clinica se clasifica en:

e Mastitis clinica subaguda: esta forma de inflamacion es levemente clinica y los
sintomas son alteraciones menores en la leche, como grumos, fléculos u aspecto
gelatinoso. No hay signos sistémicos de la enfermedad (Chaves et al 2010).

e Mastitis clinica aguda: estas mastitis se caracterizan por un ataque repentino con
enrojecimiento, hinchazon y endurecimiento del cuarto afectado, el cual ademas es
sensible al tacto. La leche tiene un aspecto muy anormal (purulento, seroso o
sanguinolento) y la producciéon disminuye marcada y repentinamente. Los sintomas
generales que pueden presentarse son: aumento de la temperatura rectal, pérdida del
apetito, disminucién de la funcién ruminal, pulso acelerado, deshidratacion, debilidad,
temblores, diarrea y depresiéon (Chaves et al 2010).

e Mastitis clinica hiperaguda: Esta forma muy poco frecuente de inflamacion mamaria
se caracteriza por acontecer muy rapidamente. Los sintomas son los mismos que los
descritos para la mastitis clinica aguda, pero su expresion es mucho mas severa
(Chaves et al 2010).

2.3 Etiologia

Con base a su etiologia infecciosa, la mastitis bovina se divide en contagiosa y ambiental
(Calderon y Rodriguez 2008).

Los microorganismos que pueden causar mastitis contagiosa son:



e Streptococcus agalactiae: su Unico reservorio son los sueros de leche y la ubre y se
caracteriza por causar coagulos de fibrina en cuartos afectados y puede impedir el
drenaje de la ubre. Es altamente contagioso y ese contagio ocurre principalmente
durante el ordefio.

e Staphylococcus aureus: es uno de los agentes patdgenos causantes de mastitis
cronicas mas comunes; generalmente es subclinica, aunque las vacas pueden tener
ataques agudos o subagudos, especialmente en la etapa posparto (Gasque 2008).

e Mycoplasma bovis: Causa un cuadro de mastitis severo que afecta todos los cuartos
de la ubre y coincide con baja drastica de la produccién lactea, con inflamacion de la
ubre y cambios en la apariencia de la leche, la cual al principio se observa mas espesa,
cambiando paulatinamente de color desde el amarillo hasta el café, volviéndose
después purulenta, aguada y con fibrina (Quiroz 2000).

e Corynebacterium bovis: suele aparecer cuando no se realiza el sellado post-ordefio y
terapia de vaca seca e indica deficiencias en las medidas preventivas antes de la
aparicion de los patégenos mayores (Gasque 2008).

La mastitis ambiental es causada por microorganismos como:

e Streptococcus: Dentro de este género se menciona con mas frecuencia a S.
dysgalactiae que se caracteriza por causar infecciones subclinicas transitorias. Otros
Estreptococos, como el uberis, se localizan en piel y superficie de la ubre, asi como en
vejiga y vagina. La infeccion causada por bacterias de este género es de curso
moderado pudiendo persistir y resultar en casos crénicos. Al inicio la infeccion se
presenta con elevado nimero de células somaticas para disminuir enseguida y pocos
dias después nuevamente aumentar (Rojas 2009; Chaves et al 2010).

e Coliformes: este tipo de mastitis es causado por varios tipos de microorganismos, que
incluyen: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Enterobacter aerogenes. Causan
cuadros de mastitis; generalmente de presentacién ligeramente aguda y ocasionalmente
con cuadros de mastitis severamente agudos. El 90% de los casos de este grupo son
producidos por Escherichia coli (Chaves et al 2010).

e Enterococcus: los microorganismos de este género incluyen a Streptococcus bovis,
Enterococcus fecalis, E. faecium, E. durans entre otros, habitan en las vacas y su
ambiente y pueden causar cuadros subclinicos y también clinicos de diferente
intensidad, desde leves hasta agudos, tanto en vacas en lactancia como secas, pero la
infeccién es mas frecuentemente en el periodo de seca, causando infecciones de corta
duracion (menos de 30 dias), pero un poco mas prolongadas que las ocasionadas por
coliformes (Rojas 2009).

2.4. Factores de riesgo asociados a la mastitis

La mastitis es una enfermedad de dificil erradicacion ya que es causada por multiples
factores (Andresen 2001), asociados tanto a la vaca como a su entorno. Dentro de los
factores asociados a la vaca se mencionan la raza, la predisposicion genética, el nimero
de partos o lactancias, la etapa de la lactancia, el nivel de produccion y los intervalos
reproductivos (Steeneveld et al 2008). Algunos de los factores del entorno que pueden
influir en la incidencia de mastitis son la zona donde se ubica la finca, el hato-afio-época



de parto, las practicas de alimentacion, las practicas del ordefio, la calidad e higiene del
albergue, las condiciones climatolégicas y las practicas de manejo preventivo o
terapéutico (Schukken et al 2010).

Por lo tanto, las medidas higiénicas, especialmente durante el proceso del ordefio, son
importantes ya que ayudan a reducir la contaminacién de los pezones con organismos
patdgenos, cuya principal puerta de entrada a la gldndula mamaria es el conducto del
pezén. En consecuencia, las practicas de higiene son el complemento mas importante de
los programas de control con la finalidad de minimizar el nUmero de patbgenos mamarios
que lleguen al conducto del pezén y evitar asi una nueva infeccion (Kruze 1998).

2.5. Métodos de deteccion de la mastitis bovina

2.5.1. Observacion y palpacién de la ubre

Se realiza con base a los métodos tradicionales de inspeccién para comprobar cambios
de coloracion de la piel, aumento de volumen de la glandula, etc. Y palpacion para
comprobar temperatura, sensibilidad, textura, fibrosis, ndédulos, abscesos, etc. (Caraguay
2012).

2.5.2. Pruebas fisicas.

Estas pruebas sélo son (tiles en casos de mastitis clinicas y no detectan mastitis

subclinicas.

e Prueba del pafio negro: se realiza durante la preparacion de la vaca para el ordefio.
Consiste en la deteccion de grumos en la leche haciendo pasar los primeros chorros a
través de una malla negra. Es recomendable realizar este procedimiento en todos los
ordefios ya que ademds de detectar leche anormal, se eliminan bacterias que
normalmente se encuentran en mayor cantidad en estos primeros chorros y ademas se
estimula la “bajada” de la leche (Pérez et al 2005).

e Prueba de taza probadora: se examinan los primeros chorros de leche de cada
ordefio sobre un recipiente (strip cup) de fondo oscuro. Los coagulos, escamas, hilos,
materia fibrosa, secreciones acuosas, o color anormal indican que la leche no es
normal y que hay problemas probables (Bedolla et al 2007).

e Prueba de la escudilla de ordefio: para leches anormales, se recoge la muestra
sobre un tejido negro extendido encima de la escudilla, los grumos se hacen asi muy
visibles (Bedolla et al 2007).

2.5.3 Pruebas Quimicas

e Conductividad eléctrica: se utiliza como un método para la deteccién de mastitis se
basa en el aumento en la cantidad de sodio y cloro presentes en la leche cuando existe
una alteracion de la glandula mamaria, provocandose entonces un aumento en la
conductividad de la misma (Guerra 2006).

e Papel indicador de mastitis: este método consiste en un papel sobre el que se hace
caer directamente del pezon algunas gotas de leche, se consideran sospechosas las
leches que dan una coloracion correspondiente a un pH igual o superior a 7 ya que la



leche proveniente de glandulas mamarias afectadas por mastitis tiene pH alcalino, lo
gque se le atribuye a la disminucién de lactosa e incremento de sales que pasan de la
sangre a la leche. La prueba descubre el 50% de los cuartos infectados (Ruiz 2014).

e Prueba de Whiteside: su principio se basa en la deteccion de exceso de leucocitos
mezclando la leche con una solucién de NaOH al 4%. La leche negativa a mastitis
permanece liquida, mientras la leche positiva forma un precitado que varia de ligero a
muy denso y viscoso, correspondiente al grado de infeccion del cuarto afectado
(Mateus 1986).

e Recuento de Células Sométicas (RCS): El término 'células somaticas' o '‘Conteo de
Células Somaticas (CCS) indica una concentracion de los diferentes leucocitos y
células epiteliales en un mililitro de leche (Monardes y Barria 1995). La determinacion
del contenido de células somaticas de la leche, del tanque, de la vaca o de los cuartos
de la ubre es el medio auxiliar de diagnéstico mas importante, para juzgar el estado de
salud de la ubre de un hato (Wolter et al 2004). La importancia del conteo de células
soméaticas en la leche es que podemos conocer si la leche que obtenemos de la
glandula mamaria es de buena calidad, asi mismo, conoceremos el estado de salud de
la ubre al obtener un nimero elevado de células soméaticas (Herndndez y Bedolla
2008).

e Prueba de California para mastitis (CMT): EI CMT estima el nimero de células
somaticas de la leche y puede realizarse al pie de la vaca para detectar mastitis. Los
valores del CMT se relacionan con el nimero de células somaticas en la leche (Bedolla
et al 2007). El nimero es alto porque las células soméaticas migran de la sangre hacia
la leche como respuesta a la infeccion. Cuanto mas severa es la infeccion, mayor sera
el nimero de células sométicas, cuando el mismo supera las 200.000 células/mL,
estamos en presencia de condiciones anormales en la ubre. EI nimero de células
somaticas en la leche tiende a crecer durante el ordefio y permanece alto durante
varias horas (Chaves et al 2010). Para obtener resultados confiables, el CMT debe
realizarse justo antes del ordefio, pero después de la estimulacién y el despunte. El
reactivo del CMT es un detergente que reacciona con el material nuclear de las células
somaticas formando un gel. A mayor presencia de células se libera una mayor
concentracion de ADN, por lo tanto, mayor sera la formacion del gel, traduciéndose en
nuestra lectura e interpretaciéon del resultado como el grado mas elevado de
inflamacién. Es decir, permite determinar la respuesta inflamatoria con base en la
viscosidad del gel que se forma al mezclar el reactivo (purpura de bromocresol) con la
leche, permitiendo evaluar cada cuarto independientemente. Esta reaccion se clasifica
en 0, T (Trazas), 1, 2, 6 3 dependiendo de la cantidad de gel formado (Mellenberger y
Roth 2000).

2.5.4 Pruebas Complementarias

Pruebas bacterioldgicas: Los cultivos en laboratorio son necesarios para identificar los
organismos especificos que se encuentran comprendidos en un caso clinico de mastitis y
para distinguir los animales sanos de aquellos que presentan un caso subclinico. La
fidelidad de los resultados de laboratorio depende de los cuidados sanitarios que se
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tengan durante la toma de muestras y su manipulacion posterior. Los procedimientos
bacteriolégicos son esenciales para la seleccién de los agentes terapéuticos que tienen
especificidad para el germen presente (Pinzén 1989).

2.6. Tratamiento farmacoldgico de la mastitis.

La mastitis es la raz6n mas comun para el uso de antimicrobianos en las vacas lecheras.
La mastitis ha sido tratada con antimicrobianos por mas de cincuenta afios, pero auin no
existe un consenso sobre el tratamiento mas eficaz, seguro y econdémico (Pyorala 2011).
Se debe considerar el impacto en la salud publica ya que las vacas lecheras producen
leche para el consumo humano (OIE 2008). Los antimicrobianos comercializados en el
pais, para el tratamiento de la mastitis, son clasificados y enlistados en el cuadro 1y 2.

Cuadro 1. Antibiéticos utilizados para el tratamiento de mastitis disponibles en El
Salvador.

COMPUESTO ACTIVO
Sulfametoxazol Trihidrato de Ampicilina
Trimetropim Cloxacilina Benzatinica
Penicilina G Procainica Oxitetraciclina base
Amoxicilina Sulfato de Neomicina
Cefoperazona sodica Sulfadimina sodica
Enrofloxacina Gentamicina sulfato
Sulfametacina Penicilina G Benzatina
Amoxicilina + Ac. Clavulanico Marbofloxacina
Espiramicina Dihidroestreptomicina
Sulfadiazina Dihidrato de oxitetraciclina

Fuente: Elaboracién propia



Cuadro 2. Clasificacion de los antimicrobianos y mecanismos de accion

ACCION GRUPO FAMILIA ANTIMICROBIANO
Naturales Penicilina G (bencil), penicilina G procaina,
penicilina G benzatina.
PENICILINAS Penicilinas orales Penicilina V, feniticilina, propicilina
Aminopenicilinas Metampicilina, ciclacilina.
INHIBEN LA Resistentes a B- Oxacilina, Cloxacilina, dicloxacilina,
SINTESIS DE lactamasas nafacilina
LA PARED Amplio espectro Ampicilina, Amoxicilina, Ticarcilina,
CELULAR carbencilina
Primera generacién Cefalotina, cefapirina, cefalexina,
(espectro estrecho) cefadroxil.
Segunda generacion Cefuroxima, ceforamida, cefaclor,
CEFALOSPORINAS | (espectro aumentado) cefamandol, cefoxitina
Tercera generacion Ceftiofur, ceftriaxona, cefotaxima,
(amplio espectro) cefoperazona
Cuarta generacion Cefepima, cefquinoma.
(espectro mejorado)
Carbapemenes Imipenem
Otros Monobactamas Aztreonam
Acido clavulanico
Aminoglucdsidos: consisten en azUcares aminados y un anillo Ilamado aminocicliol
Espectro reducido Estreptomicina, dihidroestreptomicina
Amplio espectro Neomicina, canamicina, gentamicina,
tobramicina
Diversos Apramicina
INHIBEN LA Tetraciclinas: tienen en comun en su estructura el anillo naftaleno (4 anillos)
SINTESIS DE Accibn corta Tetraciclina, oxitetraciclina, clortetraciclina.
PROTEINAS Accion intermedia Demetilclortetraciclina, metaciclina
Accion prolongada Doxiciclina
Macrélidos: Poseen en su estructura un anillo latdnico con aziicares aminados.
Anillo de 12 Sin uso en préctica clinica
constituyentes
Anillo de 14 Eritromicina, oleandomicina, troleandomicina
constituyentes
Anillo de 16 Tilosina, espiramicina, josamicina.
constituyentes
Quinolonas y flouroquinolonas: derivados del acido carboxilico.
Primera generacion Acidonalidixico, Acido pipemidico, Acido
INHIBEN LA (espectro estrecho) oxocinico, flumequina.
SINTESIS DE Segunda generacion Flumequina, ciprofloxacina, norfloxacina,
ACIDOS (amplio espectro) levofloxacina, ofloxacina, aminofloxacina.
NUCLEICOS. Tercera generacion Enrofloxacina, damofloxacina, sarafloxacina
(espectro mejorado)
Sulfonamidas: El nicleo bésico es p-amino-bencenosulfonamida
Uso habitual Sulfatiazol, sulfametazina, sulfadiacina
Muy solubles (urinarias) | Sulfisoxazol, sulfasomidina
Poco solubles Sulfaguanidina, succinilsulfatiazol
(éntéricas)
Potenciadas Sulfonamias + diaminopirimidinas
Uso topico Sulfacetamida, sulfadiacina de plata.
Otros antimicrobianos: Cloranfenicol y derivados, Lincosamidas, Polimixinas, Bacitracinas,
Rifamicinas, Nitrofuranos, Nitromidazoles.

Fuente: Molina Lépez, Departamento de Microbiologia y parasitologia Universidad Auténoma de México— recursos en

bacteriologia — terapéutica 2014.

2.6.1 Consideraciones farmacocinéticas y farmacodinamicas

La glandula mamaria bovina es un objetivo dificil para el tratamiento antimicrobiano. La
penetracion de las sustancias en la leche cuando se administran por via parenteral al
igual que la absorcion y distribucion a lo largo de la ubre cuando se infunden por via



intramamaria (IMM) dependen de las caracteristicas farmacocinéticas, tales como
solubilidad en lipidos, grado de ionizacion, nivel de adhesion a las proteinas séricas y de
la ubre y tipo de vehiculo. El tratamiento antimicrobiano en las vacas lecheras crea
residuos en la leche, y la prevencién de esos residuos es un aspecto importante en el
tratamiento de la mastitis (Pyorala 2011). La farmacodindmica de los antimicrobianos es
otro aspecto que debe tenerse en cuenta. Se ha observado que la actividad de los
macrolidos, las tetraciclinas y las trimetoprimas-sulfamidas se reduce en la leche (Fang y
Pyorald 1996). La susceptibilidad antimicrobiana determinada in vitro ha sido considerada
cComo un requisito previo para el tratamiento. Sin embargo, la actividad in vitro no
garantiza la eficacia in vivo durante el tratamiento de la mastitis bovina. La resistencia a
los antimicrobianos entre los patdégenos causantes de mastitis alin no ha surgido como un
tema de relevancia clinica; no obstante, las regiones geogréaficas pueden diferir a este
respecto (Pyorala 2011). El tratamiento de la mastitis subclinica con antimicrobianos, por
lo general no es econémico durante la lactancia debido a los altos costos del tratamiento y
la pobre eficacia. En un estudio realizado con una gran cantidad de casos de mastitis
subclinica la tasa global de curacion bacteriolégica para el tratamiento antimicrobiano fue
de 75% y la tasa sin tratamiento fue de 68% (Wilson et al 1999).

2.7 Tipos de resistencia de los microorganismos a los antimicrobianos

En el siglo XX fueron descubiertos los antibioticos, constituyendo un avance en el control

de las enfermedades infecciosas. No obstante, siendo las bacterias organismos vivos,

poseen mecanismos biolégicos que les permiten adaptarse a situaciones adversas para

ellas, como es el caso de la presion que ejercen los antimicrobianos. Surge asi la

resistencia antimicrobiana que es una expresion natural de la evolucién y genética

bacteriana (Cabrera et al 2007).

La resistencia se describe como la relativa ausencia de susceptibilidad de un

microorganismo a un tratamiento particular en ciertas condiciones. La susceptibilidad se

mide de acuerdo con la concentracion minima inhibitoria (CIM), que se define como la

concentracion mas baja a la cual se inhibe el crecimiento de una colonia bacteriana

aislada, que se encuentra en investigacion tras un periodo adecuado de incubacion.

(Cabrera et al 2008).La resistencia se ha clasificado en tres tipos, segin la forma en que

la adquiere la bacteria:

¢ Resistencia natural o intrinseca: es aquella donde el microorganismo por sus
caracteristicas estructurales carece de sensibilidad a los medicamentos. Este tipo de
resistencia se transmite de forma vertical durante la replicacion. Como ocurre con las
bacterias Gram negativas, que poseen en su membrana celular externa canales
proteicos denominados porinas que se caracterizan por ser muy selectivos, impidiendo
el paso de sustancias hidrofébicas. Este tipo de resistencia es propia de cada familia,
especie o0 grupo bacteriano, por lo que esta no es una resistencia variable (Cabrera et
al 2007).

e Resistencia adquirida: es la adquisicion de un carécter de la resistencia previamente
ausente en la bacteria (Stanchi et al 2007).
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e Resistencia mutacional: Es la derivada de mutaciones espontaneas en la informacion
contenida en el cromosoma (por alteracion de la secuencia natural de nucleétidos en el
ADN). Las mutaciones pueden ocurrir en genes persistentes en las células o en genes
adquiridos (Stanchi et al. 2007).

2.7.1 Mecanismos de transferencia genética

La transferencia del material genético responsable de la resistencia puede ocurrir por:

e Transduccidn: transferencia de cualquier parte de un genoma bacteriano, cuando un
fago atemperado (genoma del virus que se encuentra inserto en el ADN bacteriano)
durante su fase de ensamblaje, encapsula este material. Si el fragmento de ADN que
queda envuelto es totalmente bacteriano se denomina transduccion generalizada y si
s6lo se encapsula parte del genoma bacteriano pero se conserva el genoma viral se
habla de transduccién especializada (Cabrera et al 2008).

e Conjugacion: transferencia de material genético contenido en plasmidos de una
bacteria a otra a través de una hebra sexual; estos plasmidos usualmente contienen
genes que le confieren resistencia a drogas, antisépticos y desinfectantes (Cabrera et
al 2008).

e Transformacion: transferencia de genes desde un ADN desnudo de una bacteria
previamente lisada a otra que lo recibe y lo incorpora a su genoma. Transposicion:
Movimiento de una seccién de ADN (transposon) que puede contener genes para la
resistencia a diferentes antibiticos y otros genes casete unidos en equipo para
expresion de un promotor en particular (Cabrera et al 2008).

2.8 Mecanismos de resistencia bacteriana.

Cabrera et al (2008) describe los mecanismos mas importantes de resistencia a los
antibiodticos de la siguiente manera:

a) Modificacidén enzimética o destruccién del antibidtico

Es el mecanismo de resistencia que utilizan algunas bacterias contra medicamentos
betalactdmicos (penicilinas, cefalosporinas, carbapenemes y monobactamicos). El
ejemplo mas representativo son las betalactamasas, enzimas que inactivan el antibiético
al hidrolizar el anillo betalactdmico de la molécula. Otra clase importante de antibidticos
que son destruidos por enzimas, son los aminoglucésidos. Se sabe que hay tres tipos de
modificaciones catalizadas por O-fosfotransferasas (OPH), O-adeniltransferasas (ANT) y
N-acetiltransferasas (ACT) que inactivan estos medicamentos. Se reconocen cuatro
clases de betalactamasas:

Clase A: penicilinasas
Clase B: betalactamasas
Clase C: cefalosporinasas
Clase D: oxacilinasas

La resistencia surge de estimulos naturales o mutaciones en los cromosomas de los
genes o de la adquisicion de elementos genéticos extra cromosomales (plasmidos o
transposones) que portan los genes de transferencia. Los genes que codifican para estas
enzimas se encuentran generalmente en elementos moviles como transposones y



11

plasmidos, por ejemplo en S. aureus; algunas veces se han encontrado en el cromosoma
bacteriano en Pseudomona aeruginosa. A pesar de los esfuerzos en la producciéon de
medicamentos que pudieran resistir la accion de las betalactamasas como la cloxacilina,
las bacterias alteraron el sitio blanco y esto llevé al desarrollo de Staphylococcus aureus
multirresistente  (MRSA). Se produjo entonces la tercera y cuarta generacion de
cefalosporinas, resistentes a las betalactamasas producidas por bacterias gramnegativas;
sin embargo, con el uso amplio, las bacterias desarrollaron un mecanismo para destruir el
medicamento: las Betalactamasas de Espectro Extendido (BLEES). A fin de contrarrestar
esta accion de las bacterias se produjeron los carbapenemes resistentes a las BLEES,
pero una vez que se generaliz6 su empleo, las poblaciones bacterianas iniciaron la
produccion de carbapenemasas que hidrolizan estos medicamentos (Cabrera et al 2008).

b) Presencia de bombas de eflujo que expulsan el antibiético

El mecanismo de eflujo para multiples agentes antimicrobianos contribuye a la resistencia
intrinseca y adquirida contra tales agentes. El andlisis del genoma de bacterias
Grampositivas y Gramnegativas ha confirmado la amplia distribucién de estos sistemas.
Este modo de resistencia puede llegar a disminuir o inclusive suprimir la susceptibilidad a
un amplio rango de antimicrobianos. El disefio de eflujo (bomba) es mediado por
proteinas de transporte, que confieren resistencia a los componentes téxicos. En las
bacterias Gramnegativas es necesario un sistema de eflujo tripartita para expulsar el
antimicrobiano hacia el medio externo: una proteina localizada en la membrana
citoplasmaética, otra en el espacio periplasmatico (proteina de fusibn de membrana MFP) y
una tercera en la membrana externa (factor de membrana externa). Los sistemas de eflujo
particularmente de bacterias Gramnegativas se asocian con resistencia a mdultiples
antimicrobianos de importancia clinica como las fluoroguinolonas (Cabrera et al 2008).

c) Impermeabilidad al antibiético.

Existen diferencias en la composicion de la envoltura celular de las bacterias y en especial
en la cantidad del peptidoglucano. Ademas de una capa pequefa de peptidoglucano en
las bacterias Gramnegativas, se conoce una estructura de membrana consistente en
lipopolisacarido y lipoproteina anclados al peptidoglucano junto con grandes proteinas de
membrana externa llamadas porinas. Estas porinas varian en numero y tamafio y
funcionan como canales acuosos generan una ruta hidrofilica a través de la estructura de
la membrana hacia el espacio periplasmico. La resistencia intrinseca de bacterias como
Pseudomona aeruginosa y Enterococcus spp se relaciona con la poca cantidad de
moléculas de porina, las mutaciones que resultan por la alteracién de la forma y el nimero
de las ya existentes, influyen en la permeabilidad a los antibiéticos, por lo cual se
presentan diversos tipos de resistencia a través de la membrana (Cabrera et al 2008).

d) Modificacion del sitio blanco

Uno de los mecanismos de resistencia mas importante, es aquel en el que la mutacién
bacteriana se manifiesta en un cambo de la estructura del sitio de accién del farmaco. En
este grupo se puede destacar las modificaciones por metilacién del ARNr (Acido
ribonucleico ribosomal) que hacen resistentes a algunas bacterias Gram negativas, frente
a los macrélidos, este mecanismo constituye el método por el cual disminuye la afinidad
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del antibidtico por el ribosoma sin afectar la sintesis de proteinas bacterianas (Martinez et
al 2014).

2.9 Definicion de Multirresistencia Antimicrobiana (MRAM)

Epidemiol6gicamente los microorganismos multirresistentes (MMR) se definen como
aquellos microorganismos que son resistentes a una 0 mas clases de antibidticos. No
existe una definicion universalmente aceptada de bacteria multirresistente que sea
aplicable a todos estos microorganismos; el concepto puede tener matices diferentes en
funcién de que el enfoque sea clinico, microbiolégico o epidemiologico. Desde un punto
de vista general, la definicion debe incluir al menos dos condiciones: que exista
resistencia a mas de una familia o grupo de antimicrobianos de uso habitual, y que esa
resistencia tenga relevancia clinica (es decir, que suponga o pueda suponer una dificultad
para el tratamiento) y epidemiolégica (posibilidad de brotes epidémicos, transmision del
mecanismo de resistencia, etc.), aceptando estas condiciones, el término
“microorganismo multirresistente” se ha utilizado sobre todo para bacterias clasicamente
hospitalarias que han desarrollado resistencia a mdltiples antimicrobianos, y que son
capaces de ocasionar brotes (Lépez-Pueyo et al 2010).

2.10 Métodos estandarizados para la determinaciobn de la sensibilidad
antimicrobiana en bacterias aisladas de animales.

2.10.1 Test de difusién por discos

El principio del método involucra el uso de una cantidad constante de antimicrobiano en
un reservorio (discos de papel) aplicado sobre la superficie del agar en el cual se ha
cultivado el microorganismo en cuestion. Se forma asi una gradiente de concentracién del
antimicrobiano y la sensibilidad del microorganismo esta indicada por el tamafio de la
zona de inhibicibn del crecimiento alrededor del reservorio. El didmetro obtenido
dependerd no solo de la sensibilidad del microorganismo y la carga del disco, sino
también del espesor de la capa del agar, su pH y composicién, de la capacidad de
difusion de la droga en ese medio, la temperatura, la velocidad de duplicacion bacteriana,
y el tamafio y fase del inéculo. Los discos deben distribuirse equitativamente de forma que
las zonas de inhibicién alrededor de los discos antimicrobianos no se solapen, hasta tal
punto que no pueda determinarse la zona de inhibicion (National Committee for Clinical
and Laboratory Standards NCCLS 2002).

2.10.2 Test de dilucion

La técnica de dilucion en caldo y agar puede ser utilizada para medir cuantitativamente la
actividad in vitro de un antimicrobiano frente a un cultivo bacteriano. Estos métodos se
basan en la preparacion de una serie de tubos, pocillos o placas con caldo o agar
respectivamente, a los cuales se les agrega un antibiotico en distintas concentraciones.
Luego se inoculan cada uno de los tubos, pocillos o placas con una suspension
estandarizada del microorganismo en estudio. Las pruebas se leen después de incubar
toda la noche a 35°C y se determina la concentracion inhibitoria minima del
antimicrobiano frente al microorganismo ensayado (NCCLS 2002).



13

2.10.3 Categorias de interpretacion

e Sensible (S): Esta categoria implica que una infeccion dada por la cepa en estudio
puede ser tratada apropiadamente con la dosis de antibidtico recomendada para el
tipo de infeccidn y la especie infectante, a menos que hubiera contraindicaciones.

e Intermedio (I): Esta categoria incluye cepas que pueden ser inhibidas por
concentraciones de antibiotico mas elevadas, siempre que las dosis usadas puedan
ser aumentadas (p ej: B-lactAmicos) o que sean concentradas fisiolégicamente en el
tejido infectado (p ej: B- lactdmicos y quinolonas en orina). También nos indica una
“zona buffer’” que deberia evitar que pequefos factores técnicos dificiles de controlar
causen mayores discrepancias de interpretacion.

e Nivel “Extra label”: El organismo puede ser considerado sensible si se aplica la
droga utiizando apropiadas modificaciones de dosificacion con respecto a las
recomendadas por el laboratorio fabricante.

e Resistente (R): Las cepas resistentes no son inhibidas por las concentraciones
séricas normalmente alcanzadas a dosis habituales y/o presentan mecanismos
especificos de resistencia microbiana y la eficacia clinica no ha sido comprobada
(NCCLS 2002).

3. MATERIALES Y METODOS
Los materiales utilizados durante la metodologia de campo fueron:

e 1 hielera de 42 cm de alto x 57 cm de ancho x 36.2 cm de fondo
aproximadamente.

e 1 paquete de bolsas estériles de 150 mL.

e 6 rollos de papel toalla.

e 2 cajas de guantes.

e 2 pares de botas de hule.

e 5 paquetes de gel refrigerante.

e 3 marcadores permanentes

o 1 libreta de campo.

o 2 litros de reactivo de CMT.

e 4 paletas para CMT.

o 2 frascos de 100 mL de jabdn yodado

3.1 Ubicacién geogréafica

La fase de campo de la investigacién se llevé a cabo en tres ganaderias con ordefio
manual ubicadas en la zona central de El Salvador, en el Municipio de Agua Caliente del
departamento de Chalatenango (Figura 1).

El municipio estd ubicado a 70 kilometros de San Salvador y a 45 kildbmetros de la
cabecera departamental de Chalatenango. Se encuentra a una altura media de 380
metros sobre el nivel del mar, sus coordenadas son 14°10'00"N 89°13'00"O (Enciclopedia
de El Salvador 2001) y posee una temperatura promedio de 21.0- 33.0°C y humedad
relativa de 78.08% en promedio (SNET 2007).
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Figura 1: Ubicacién geogréfica del Municipio de Agua Caliente.

Estas propiedades se caracterizaban por ser de facil acceso ya que se encontraban en la
misma area geografica, cada una de ellas contaba con un nimero igual o superior a 40
animales en un sistema de produccion semi-intensivo con un manejo semi-estabulado
(Figura 2), poseen un registro productivo, reproductivo y sanitario de las enfermedades
mas comunes incluyendo los casos de mastitis subclinica y mastitis clinica, asi como de
los medicamentos que han sido administrados para su tratamiento; ademas que los
propietarios de cada una de ellas se encontraban dispuestos a colaborar con la
investigacion.

Figura 2: Salas de espera y salas de ordefio de las ganaderias estudiadas.
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3.2 Metodologia de campo

3.2.1 Determinacion de mastitis

Mastitis clinica: Para comprobar que los animales presentaban mastitis clinica se realizo
un examen fisico de la ubre con el fin de identificar si existia un aumento del volumen de
la glandula, alteracion de la temperatura, dolor al tacto, fibrosis, edema o abscesos
(Caraguay 2012). También se observé si la leche obtenida en el ordefio presentaba
alguna alteraciébn en su composicion organoléptica o alteraciones fisicas como la
presencia de un aspecto sanguinolento, coagulos é grumos (Martinez et al 2013).

Mastitis subclinica: Para la determinacion de mastitis subclinica se realiz6 la prueba de
California para mastitis (CMT) de acuerdo al procedimiento propuesto por Mellenberger y
Roth (2000) a todas las vacas que se encontraban en produccion. (Figura 3) (Anexo-1).

Figura 3: Realizacion de la prueba de California para mastitis.

3.2.2 Seleccion de unidades experimentales.

La seleccién de los animales a muestrear se realiz6é a partir de los resultados positivos a
mastitis subclinica y mastitis clinica que se obtuvieron de la prueba de California Mastitis
para mastitis (Mellenberger y Roth 2000) y del examen fisico de la ubre que se realiz6 al
total de animales en ordefio por ganaderia.

3.2.3 Toma de muestras

Se realiz6é un Unico muestreo durante la hora de ordefio en cada ganaderia. Se limpiaron
con jabon yodado las ubres y pezones para retirar cualquier tipo de suciedad, y se
secaron con papel toalla descartable. Se conté con la ayuda de los ordefiadores de cada
ganaderia, por lo que a cada uno de ellos se les desinfectd las manos con jabon yodado y
se les proporcioné un par de guantes para el momento de recoleccién de la muestra
(Figura 4).
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Figura 4: Recoleccion de muestra

Posteriormente se eliminaron los tres primeros chorros de leche y se recolectaron en una
bolsa de pléstico estéril aproximadamente 100 ml de leche, para luego almacenarlas en
una hielera a una temperatura aproximada de 5°C para su transporte al laboratorio de
microbiologia del Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD). Los datos
obtenidos de las ganaderias y de cada una de las vacas muestreadas se registraron y
anotaron en una hoja disefiada especialmente para su posterior analisis (Anexo-2).

3.3 Metodologia de Laboratorio

3.3.1 Procedimiento microbioldgico

a) Aislamiento e identificacion de Bacterias causantes de mastitis: El aislamiento de
las bacterias Gram positivas y negativas se realizd, de acuerdo a las directrices
propuestas por Bacteriological Analytical Manual (BAM 2014) para el analisis
bacteriolégico de microorganismos productores de mastitis (Anexo-3). El procedimiento se
realiz6 en el siguiente orden:

1. Siembra primaria: se realizé la siembra de 10 mL de cada una de las muestras de
leche en 90 mL de diferentes caldos de enriquecimiento (Caldo tripticasa soja, caldo
cerebro corazén, agua peptonada y caldo lactosado + Tween al 5%) con el fin de nutrir y
recuperar las bacterias a identificar. Posteriormente se incubaron por un periodo de 24 a
48 horas en atmoésfera de aerobiosis y anaerobiosis de acuerdo a los requerimientos de
cada una de las bacterias por aislar.

2. La siembra en medios selectivos: se realizé transcurrido el tiempo de incubacién de
los caldos nutritivos. Para el aislamiento de bacterias Gramnegativas, se tomé una asada
del caldo tripticasa soja, caldo lactosado + tween al 5% y agua peptonada para realizar la
siembra en agar Cetrimide, agar Maconkey, agar Eosina Metilo Brillante (EMB) y medio
de cultivo SMACK, mientras que para las bacterias Grampositivas se tomé una asada del
caldo cerebro-corazon y se inocul6 en Agar sangre y agar Baird Parker (Figura 5).
Posteriormente los medios de cultivo inoculados se incubaron por un periodo de 24 hrs a
48 hrs bajo condiciones de aerobiosis y anaerobiosis respectivamente.
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Figura 5: Inoculacion en medios selectivos

3. Observacién de morfologia macroscépica y microscépica: se observo el
crecimiento bacteriano transcurridas 24 y 48 hrs después de la inoculacion de las placas;
para las placas de Cetrimide, agar MaConkey, agar Eosina Metilo Brillante (EMB) y
SMACK se observo el color de las colonias, textura y tamafio; para el agar sangre se
observé tamario, color y presencia de beta, gamma o alfa hemdlisis, mientras que para el
agar Baird Parker se observo color, tamafio y presencia o usencia de halo (Figura 6).

Figura 6: Crecimiento bacteriano en medio de cultivo Baird Parker (derecha), crecimiento
bacteriano en agar Cetrimide en comparacién con crecimiento de Pseudomona spp (izquierda).

De cada una de las colonias sospechosas se tom6 una asada y se coloc6 en un porta
objetos para realizar tincion Gram y poder observar las caracteristicas propias para cada
género de bacterias; como es el caso de Staphylococcus donde se observaron cocos
esféricos, Grampositivos que por lo general estan dispuestos de forma irregular como
racimos de uvas, para Streptococcus y Enterococcus se observaron células de forma
esférica u ovoide de menos de 2 um de didmetro, Grampositivas e inmdviles con
tendencia a formar cadenas o parejas; mientras que para la familia Enterobacteriaceae se
buscaron células con forma de bacilos, gramnegativos de 2-4 pm por 0.4-0.6 pum sin
espora (Figura 7).
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Figura 7: Macroscopia y microscopia de Streptococcus agalactiae (derecha), macroscopia y
microscopia de Acinetobacter baumanii (izquierda).

4. Siembra en medios de cultivo diferenciales o medios de cultivos cromogénicos:
Los medios de cultivo diferenciales permitieron poner de manifiesto las caracteristicas
distintivas de las colonias de los microorganismos que se pretendia identificar,
distinguiéndolas de grupos bacterianos en funcién del color. Los medios cromogénicos
utilizados para el género Staphylococcus fueron Baird Parker junto con el medio de cultivo
Manitol salado, en donde el cambio de color permitié identificar dos grandes grupos:
Staphylococcus coagulasa negativo (SCN) y Staphylococcus coagulasa positivo. Para el
género de Streptococcus se utilizé el medio Bilis Esculina, en donde la formacion de un
compuesto color verde oliva 0 negro permitié diferenciarlas del género Enterococcus, ya
gue estas bacterias son las Unicas que pueden hidrolizar la esculina del medio. Para la
familia Enterobacteriaceae especificamente Escherichia coli, se utiliz6 el medio de cultivo
EMB en donde las colonias caracteristicas de esta bacteria producen un color verde
metalico, mientras que para el medio Rapid HiColiform, se observé un color verde
fluorescente que podia ser visible al exponerse a una luz ultravioleta (Figura 8).

Figura 8: Staphylococcus coagulasa negativo en medio Baird Parker y Manitol Salado color rojo y
Staphylococcus aureus en Baird Parker y manitol salado color amarillo (izquierda), Escherichia coli
(colonias positivas son fluorescentes a luz ultravioleta en camara de oscuridad y negativas cuando
carecen de fluorescencia) en medio Rapid Hicoliform (derecha).
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Los medios de cultivo inoculados se incubaron por un periodo de 24 hrs a 48 horas. En
atmosfera de aerobiosis (género Enterobacteriaceae y Staphylococcus) y anaerobiosis
(Género Enterococcus Yy Streptococcus). Transcurrido el tiempo de incubacion, se
inocularon en medios de cultivo nutritivos las colonias sospechosas para poder obtener
colonias puras y posteriormente realizar las pruebas bioquimicas.

5. Pruebas bioquimicas: para determinar las caracteristicas metabdlicas de las bacterias
aisladas, se realizaron diferentes pruebas bioguimicas de acuerdo a los requerimientos
metabdlicos de cada bacteria, para Staphylococcus aureus y SCN se utilizé la prueba de
coagulasa, prueba de DNAsa y la prueba de catalasa; para el género Streptococcus se
realizé la prueba de catalasa, CAMP, Voges Proskauer, prueba de sorbitol y lactosa, para
la identificacion de Enterococcus se utilizaron las pruebas de crecimiento en cloruro de
sodio (NaCl) al 6.5%, crecimiento a 45°C, sorbitol y rafinosa, y por ultimo para la familia
Enterobacteriaceae las pruebas bioquimicas utilizadas para su identificacién fueron la
prueba IMVIC, que incluye la prueba de rojo de metilo, la reaccidon Voges Proskauer y la
prueba de citrato, también se realizd la prueba de movilidad y oxidasa. Para el caso de
Vibrio spp, Bordetella spp y Acinetobacter baumanii se utilizé el kit comercial de pruebas
bioquimicas API E20 (Figura 9).

Figura 9: Pruebas bioquimicas IMVIiC positiva a Escherichia coli, prueba bioquimica comercial API
E20 positivo a Acinetobacter baumanii.

b) Determinacion de la sensibilidad a los antimicrobianos por el método de disco
difusion: Se realiz6 el procedimiento para la determinacion de la susceptibilidad
antimicrobiana por el método de disco difusion de acuerdo a los estandares aprobados
por el NCCLS (2002) para bacterias aisladas de muestras animales. El medio de cultivo
de eleccion fue el Agar Miller-Hinton y su preparacion fue de acuerdo a lo establecido por
el fabricante. Para los microorganismos del género Streptococcus y Enterococcus se le
afadio6 al medio de cultivo 5% de sangre.
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Los antimicrobianos que se evaluaron fueron: Trimetoprim-Sulfametoxazol (SXT)
1.25/23.75 pg, Ampicilina (AMP) 10 pg, Penicilina G Procainica (PEN)10 Ul, Amoxicilina
con &cido clavulanico (AMC) 20/10 pg, Oxitetraciclina (OXI) 30 ug, Enrofloxacina (ERX) 10
Mg, Gentamicina (GEN) 10 ug, Eritromicina (ERI) 15 pg, Neomicina (NEO) 30 pg y
Ciprofloxacina (CIP) 5 pg.; ya que estos antimicrobianos son de uso frecuente en las
ganaderias en estudio y son recomendados por la bibliografia consultada para el
tratamiento de mastitis (Valencia et al 2003; Acufa et al 2008; Ruiz et al 2010; Pyorala
2011).

1. Preparacién del in6culo: se prepar6 el indculo en solucion salina estéril al 0.9% a
partir de colonias seleccionadas de una placa de cultivo puro de 18 a 24 horas de
incubacién. Inmediatamente la suspension se ajustd a la escala 0.5 de McFarland
haciendo uso de un turbidimetro.

2. Inoculacién de las placas: posteriormente al ajuste del in6culo, se sumergié un hisopo
estéril en la suspensién y luego se presiond firmemente sobre la pared interior del tubo
por encima del nivel del liquido para remover el exceso de inéculo. Se inoculé la superficie
seca de la placa con agar Miiller Hinton, estriando con el hisopo en tres direcciones para
asegurar una distribucion uniforme del inéculo. Se dej6é secar la placa a temperatura
ambiente durante 3 a 5 minutos.

3. Aplicacion de los discos: se colocaron los discos antibiticos sobre la superficie del
agar con la ayuda de una pinza estéril, haciendo presién suavemente sobre cada uno de
ellos para asegurar un contacto completo con la superficie del agar. Los discos se
ubicaron de modo que estuvieran a una distancia minima de 25 mm uno del otro para
evitar la superposicion de las zonas de inhibicion.

4. Incubacién: las placas se incubaron en posicion invertida a 35°C, dentro de los 15
minutos posteriores a la aplicacion de los discos. Transcurrido el tiempo de incubacion, se
examinod cada placa y se midieron los diametros de los halos de inhibicién alrededor de
cada disco.

5. Lectura e interpretacion de resultados: la placa Petri se observé con luz y con fondo
negro para visualizar mejor el halo de inhibicion y asi poder medir el diametro haciendo
uso de un pie de Rey. Los diametros de inhibicién se interpretaron con base a las tablas
propuestas por NCCLS (2002) (Anexo 4) y la sensibilidad de cada cepa bacteriana se
reporté como sensible (S), intermedio (l) y resistente (R) de acuerdo a los resultados
(Figura 10).
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Figura 10: Lectura de resultados antibiograma para Staphylococcus aureus.

3.4 Metodologia Estadistica
Se realiz6 un estudio observacional el cual se utilizé un disefio descriptivo transversal
para describir y observar el patron de mastitis clinica y subclinica, las bacterias patégenas
aisladas y su multirresistencia.

Para la determinacién de la frecuencia de mastitis clinica y subclinica, las bacterias
patdgenas aisladas y su multirresistencia (fraccién de la poblacién enferma en un periodo
de tiempo determinado) se utilizo la siguiente formula (Martin et al 1997):

) n° de animales con enfermedad en un periodo de tiempo
Prevalencia = S - - - - x 100
n° de animales en riesgo en ese periodo de tiempo

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Resultados de Prueba de California para mastitis.

La investigacion se llevd a cabo en tres ganaderias bovinas del Municipio de Agua
Caliente, Departamento de Chalatenango, las cuales promediaban de 40 a 80 animales
en ordefio manual. Se realiz6 la prueba de CMT a un total de 154 animales, resultando
46 (29.87%) animales positivos a algin grado de mastitis (Cuadro 3). De este porcentaje,
28 (60.9%) corresponde a mastitis subclinica y 18 (39.1%) a mastitis clinica.

Cuadro 3. Resultados de prueba de California para mastitis en bovinos en ordefio
por unidad productiva.

Unidades Bovinos Bovinos TOTAL
productivas positivos Negativos
Ganaderia 1 23 (28.75%) 57 (71.25%) 80
Ganaderia 2 14 (35.00%) 26 (65.00%) 40
Ganaderia 3 9 (26.47%) 25 (73.52%) 34
TOTAL 46 (29.87%) 108 (70.12%) 154

Diferentes autores indican que la prevalencia de cualquier tipo de mastitis en un hato
lechero se encuentra entre el 15% y 60% (Ruiz 2012; Martinez y Moreno 2013). El
resultado obtenido en esta investigacion en cuanto a la prevalencia de mastitis fue de
29.87%, que resulta mayor al obtenido en Ecuador por Acufia et al (2008) y en Costa Rica
por Mora et al (2015) quienes reportaron un 10.67% y 11.6% respectivamente; siendo
similar a lo reportado en Venezuela por Scaramelli y Gonzalez (2005), en El Salvador por
Mangandi (2008) y en Cuba por Alfonso et al (2008) que obtuvieron resultados que
oscilan entre 23.6% y 33.33%; y resultando significativamente menor a lo reportado en
México por Pastor y Bedolla (2008), en Iran por Kasravi et al (2010), en Brasil por Ruiz et
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al (2011) y en Colombia por Morales (2011), cuyos resultados oscilan entre el 38% al 60%
de mastitis.

Del total de vacas positivas a CMT, se clasificé al 60.9% como mastitis subclinica, el cual
fue mayor al 39.1% de mastitis clinica (Cuadro 4); siendo similar a lo reportado en
investigaciones realizadas en México, Colombia y Pert (Avila et al 2002; Calderdn et al
2010; Gerlach et al 2009; Pastor et al 2010; Santivafiez et al 2013).

Las variaciones de los porcentajes de prevalencia de mastitis en esta investigacion
podrian estar influenciadas por el nUmero de animales en estudio, tipo de ordefio, higiene
durante la rutina de ordefio, instalaciones, condiciones climéticas, entre otras.

Cuadro 4. Prevalencia de mastitis subclinicay clinica en bovinos positivos a CMT
por unidad productiva.

Ganaderia Mastitis Mastitis Total de
clinica subclinica animales
Ganaderia 1 10 (55.55%) 13 (46.42%) 23
Ganaderia 2 5 (27.77%) 9 (32.14%) 14
Ganaderia 3 3 (16.66%) 6 (21.42%) 9
TOTAL 18 (39.10%) 28 (60.90%) 46

4.2 Resultado de aislamiento microbioldgico.

De las muestras obtenidas de vacas positivas a CMT se aislaron 19 microorganismos
involucrados en la patogénesis de la mastitis bovina (Cuadro 5), siendo los géneros mas
frecuentes Staphylococcus (29.7%), Enterococcus (27.4%) y Escherichia (17.85%).

El género Staphylococcus, es uno de los géneros de bacterias mas cominmente aislados
en las mastitis bovinas (Del Cura 2008). La mastitis relacionada con los microorganismos
de este género es bastante frecuente en el ganado bovino ordefiado tanto manual como
mecanicamente, presentandose con cuadros inflamatorios severamente agudos y
cronicos (Rojas 2009). Dentro de este género, Staphylococcus aureus fue el mas aislado
con una frecuencia de 22.61%, la cual es similar a lo reportado en Uruguay por
Giannechini et al (2014) y por Bonifaz y Conlago (2016) en Ecuador, quienes obtuvieron
un 27.8% y un 29.09% respectivamente. Siendo mayor a lo obtenido en Venezuela por
Valero — Leal et al (2010) y en Cuba por Relova et al (2008) que reportaron un 1.20% y
17% de S. aureus respectivamente; y menor a los hallazgos encontrados en Colombia
por Valencia et al (2003) quien reporto un 44.44% y en Chile por San Martin et al (2009)
con un 55.53%. Los diferentes grados de patogenicidad de S.aureus influyen en la
variabilidad en los porcentajes de aislados en mastitis (Pellegrino et al 2011; Fernandez et
al 2012). El alto porcentaje de S. aureus encontrado en las ganaderias estudiadas podria
estar influenciado por la deficiencia de buenas précticas de ordefio que permiten la
diseminacion de este microorganismo en las ganaderias. Dentro del mismo género se
aislé en menor proporcion S. epidermidis con un 4.76% y Staphylococcus coagulasa
negativo con un 2.38%.
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Cuadro 5. Microorganismos aislados causantes de mastitis.

GENEROS MICROORGANISMO TOTAL DE AISLAMIENTOS | Porcentaje
Staphylococcus | 1.Staphylococcus aureus 19 22.61
2. Staphylococcus epidermidis 4 4.76
3. Staphylococcus coagulasa negativo 2 2.38
SUBTOTAL 25 29.7
Enterococcus 4. Enterococcus durans 8 9.52
5. Enterococcus faecalis 5 5.95
6. Enterococcus spp 4 4.76
7. Streptococcus bovis 4 4.76
8. Enterococcus faecium 2 2.38
SUBTOTAL 23 27.4
Escherichia 9. Escherichia coli 15 17.85
Enterobacter 10. Enterobacter aerogenes 3 3.57
Klebsiella 11. Klebsiella pneumoniae 2 2.38
SUBTOTAL 20 23.8
Streptococcus 12. Streptococcus dysgalactiae 4 4.76
13. Streptococcus agalactiae 2 2.38
14. Streptococcus uberis 2 2.39
SUBTOTAL 8 9.52
Vibrio 15. Vibrio fluvialis 2 2.38
Bacillus 16. Bacillus subtilis 1 1.19
Bordetella 17. Bordetella spp 1 1.19
Acinetobacter 18. Acinetobacter baumannii 1 1.19
SUBTOTAL 5 5.95
Candida 19. Candida spp 3 3.57
SUBTOTAL 3 3.57
TOTAL 84 100%

Streptococcus bovis pertenece al serogrupo D de Lancefield, incluido dentro del grupo de cocos incapaces de
multiplicarse en condiciones hostiles, pertenecientes al género Enterococcus (Stanchi 2007).

Con respecto al género de Enterococcus se aislé un 27.37% en las muestras de leche
incluyendo E. durans (9.52%), E. faecalis (5.95%), Enterococcus spp (4.76%), S. bovis
(4.76%) y E. faecium (2.38%). El porcentaje obtenido del género Enterococcus es
considerablemente alto en comparacién al 9.52% reportado por Valencia et al (2003) vy el
1.82% aislado por Calderon et al (2011) en diferentes departamentos de Colombia.
Debido a que Enterococcus forman parte de la flora intestinal normal de humanos y
animales, su presencia en leche es un indicativo de contaminacion fecal y un reflejo de la
deficiencia de las buenas practicas de ordefio.

Dentro de la familia Enterobacteriaceae, se identificaron tres géneros; Escherichia,
Klebsiella y Enterobacter que en conjunto representaron un 23.8% de aislamientos,
siendo Escherichia coli la bacteria méas frecuente con un 17.85%. El porcentaje obtenido
para esta bacteria es alto en comparacion al 4.76% y 0.60% encontrado en
investigaciones realizadas en Colombia por Valencia et al (2003) y Calderon et al (2011)
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respectivamente, al igual que el 2.1% encontrado en ganaderias de Pernambuco en Brasil
por Ruiz et al (2011) y el 3.8% reportado en Paraguay por Aponte (2007). Un porcentaje
mayor fue encontrado en Chile por Azocar (2001) y San Martin (2009), quienes reportaron
porcentajes entre el 20% al 40.76% respectivamente.

Los microorganismos encontrados con menor frecuencia dentro de esta familia fueron
Enterobacter aerogenes (3.57%) y Klebsiella pneumoniae (2.38%). Los géneros
identificados actian como agentes etiologicos de la mastitis bovina de origen ambiental
ya que son habitantes de la flora normal del tracto intestinal del ser humano y los
animales, es decir que la infecciébn de mastitis causada por estos microorganismos puede
variar de acuerdo a las condiciones e higiene de las instalaciones en que se encuentren
los animales (Ruiz 2017; Bonifaz y Conlago 2016). Otros factores que podrian justificar la
presencia de estas bacterias son las condiciones climaticas de los meses en que se
realizé la toma de muestras, que se caracterizaron por ser cdalidos y humedos lo que
podria estar contribuyendo a la proliferacion y persistencia de estas bacterias en el medio
ambiente.

En esta investigacion, con respecto al género Streptococcus se logré identificar un 9.52%
de aislados, de los cuales se identificé a S. dysgalactiae como el mas frecuente con un
4.76%, siendo un resultado alto en comparacion al porcentaje de 0.8% encontrado por
Aponte (2007) en Uruguay y menor al 13% reportado por Bonifaz y Conlago (2016) en
Ecuador. Dentro del mismo género y en menor porcentaje se aislé a Streptococcus uberis
(2.38%) y Streptococcus agalactiae (2.38%). Las bacterias del género Streptococcus se
caracterizan por actuar como microorganismos contagiosos y ambientales y por su
capacidad de resistir a la fagocitosis y al ataque de los leucocitos, pudiendo producir
mastitis crénicas (Jones y Swisher 2009).

También se aislé un 5.95% de microorganismos oportunistas que pueden infectar los
cuartos mamarios de forma infrecuente (Stanchi 2007), de los cuales el 2.38% se
identific6 como Vibrio fluvialis, el 1.19% como Bordetella spp, el 1.19% como Bacillus
subtilis y el 1.19% como Acinetobacter baumanii.

Con respecto a A. baumannii, a pesar de que ha sido generalmente vinculado con
infecciones de origen nosocomial en pacientes inmunocomprometidos es también un
patdgeno emergente de gran importancia en medicina veterinaria (Muller et al 2014). En
Suiza, Edimiani et al (2011) reportaron aislados de A. baumannii en animales de
compafiia que padecian de infecciones de origen nosocomial. En cuanto a su relacion con
la mastitis bovina, se han realizado estudios para determinar su prevalencia y
susceptibilidad antimicrobiana en tanques de leche en Corea por Gurung et al (2013)
quienes reportaron un 32.4% de aislados, un resultado significativamente alto en
comparacion a lo obtenido en esta investigacion (1.19%), siendo similar al 1.3% obtenido
en Estados Unidos por Jayarao y Wang (1999) y mayor al 0.3% reportado en Corea por
Nam et al (2010). Debido a la diversa procedencia de este género, la presencia de A.
baumannii en vacas con mastitis se podria deber a la contaminacién de la superficie de la



25

ubre, glandulas mamarias infectadas, maquinas de ordefio, sistemas de transporte de la
leche y uso de agua contaminada para el lavado de la ubre o el equipo de ordefio (Gurung
et al 2013; Dinesh et al 2016).

De igual forma se obtuvo un 3.57% de aislados de Candida spp del total de muestras
evaluadas. Esta especie de levaduras es propia del medio ambiente y pueden ser
responsables de casos esporadicos de mastitis (Andersen 2008). Estas son encontradas
cuando otros patdégenos estan invadiendo la ubre y estan produciendo casos de mastitis
subclinica o clinica, es decir que son considerados microorganismos que producen
infecciones secundarias (Canadian Bovine Mastitis and Milk Quality Research Network
2010).

Como puede apreciarse se obtuvo una diversidad de aislamientos bacterianos, lo cual es
caracteristico de las mastitis bovinas, lo que la convierte en una patologia muy compleja
por su multiple etiologia (Valero-Leal et al 2010) (Anexo-5). Al clasificar los diferentes
microorganismos aislados en contagiosos y ambientales (Cuadro 6), se evidencié que
hubo un predominio de los microorganismos ambientales (66.85%) en comparacién con
los microorganismos contagiosos (33.35%).

Cuadro 6. Distribucién de los patégenos contagiosos y ambientales en las
ganaderias estudiadas.

TIPOS DE PATOGENOS

GANADERIA CONTAGIOSOS AMBIENTALES TOTAL
(%) (%)
Ganaderia 1 42.10 (8) 57.90 (30) 38
Ganaderia 2 57.89 (11) 42.11 (14) 25
Ganaderia 3 42.86 (9) 57.14 (12) 21
% Total 33.35 (28) 66.85 (57) 84

Estos resultados difieren con investigaciones realizadas en Guatemala, Colombia,
Argentina, Chile y Uruguay, en donde se reportaron como principales responsables de
causar infecciones intramamarias a los patdgenos contagiosos, con un marcado
predominio de S. aureus y S. agalactiae (Lépez 2008; Calderén et al 2011; Pellegrino et al
2011; Azocar 2011; Gianneechini et al 2014).

Sin embargo, en la ultima década uno de los mayores cambios en la epidemiologia de la
mastitis ha sido el incremento de la importancia de los patégenos ambientales,
principalmente los Streptococcus y coliformes (Chaves 2000). Las mastitis causadas por
patégenos ambientales, por si mismas, rara vez son lo suficientemente frecuentes y
persistentes; sin embargo, del 100% de las mastitis clinicas el 66 % pueden ser
provocadas por Streptococcus ambientales o bien por coliformes con un 85 %, por lo cual
su identificacion en ganaderias lecheras debe ser considerada.

En cuanto a la presencia de los microorganismos aislados segun el tipo de mastitis, se
pudo observar que para la mastitis subclinica se obtuvieron 47 aislamientos de distintas
especies bacterianas, de los cuales los més representativos fueron S. aureus (23.4%), E.
coli (14.8%) y E. faecalis (10.6%); mientras que para mastitis clinica se obtuvo una
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cantidad de 36 aislados, siendo los mas representativos S. aureus (25.0%), E. coli (22.2%)
y E. durans (11.1%) (Cuadro 7).

Cuadro 7. Microorganismos aislados segun el tipo de mastitis.

MASTITIS SUBCLINICA MASTITIS CLINICA
Microorganismo | #aislamientos % Microorganismo | #aislamientos %
S. aureus 10 21.7% S. aureus 9 25.0%
E. coli 7 14.8% E. coli 8 22.2%
E. faecalis 5 10.6% E. durans 4 11.1%
E. durans 4 8.5% S. epidermidis 2 5.5%
E. aerogenes 3 6.3% S. dysgalactiae 2 5.5%
E. spp 3 6.3% K. pneumoniae 1 2.7%
S. bovis 3 6.3% S. bovis 1 2.7%
S. dysgalactiae 2 4.2% E. spp 1 2.7%
S. epidermidis 2 4.2% S. uberis 1 2.7%
V. fluvialis 2 4.2% Candida spp 1 2.7%
Candida spp. 1 2.1% Bordetella spp. 1 2.7%
S. agalactiae 1 2.1% SCN 1 2.7%
S. uberis 1 2.1% E. faecalis 1 2.7%
E. faecium 1 2.1% S. epidermidis 1 2.7%
SCN 1 2.1% S. agalactiae 1 2.7%

A. baumanii 1 2.7%
TOTAL 46 TOTAL 36

SCN (Staphylococcus coagulasa negativo).

Sin embargo, se puede apreciar que el microorganismo patégeno con mayor prevalencia
en ambos tipos de mastitis en las haciendas estudiadas fue S. aureus. Estos resultados
concuerdan con lo reportado en Uruguay, en donde se obtuvo una prevalencia de 19.8%
en mastitis subclinica y un 27.8 % en mastitis clinica, siendo mayor a la de los demas
microorganismos aislados (Gianneechini et al 2014). Esta bacteria, debido a su caracter
contagioso es de facil propagacion en la ganaderia si no se toman las medidas
apropiadas de control y lo convierten en un agente importante en el recuento elevado de
células somaticas, ocasionando un impacto negativo en la produccién y calidad de la
leche (Bolafios et al 2012). De igual manera, la presencia de E. coli y Enterococcus en
hatos lecheros podria atribuirse a deficiencias higiénicas en el ordefio y el medio ambiente
de las vacas, ya que estos microorganismos infectan las ubres de las vacas por
contaminacion directa de los pezones con heces.

4.3 Resultados de antibiograma.

Se evaluaron los perfiles de resistencia a 15 microorganismos aislados, con excepcion a
las cepas aisladas de Vibrio fluvialis, Bacillus spp. Bordetella spp y Candida spp, frente a
diez antimicrobianos de uso mas frecuente pertenecientes a la familia de las penicilinas,
quinolonas, tetraciclinas, sulfonamidas, aminoglucosidos y macrélidos; siendo los
antimicrobianos evaluados Penicilina G Procainica (PEN), Amoxicilina con acido
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clavulanico (AMC), Ampicilina (AMP), Enrofloxacina (ERX), Ciprofloxacina (CIP)
Oxitetraciclina (OXI), Trimetoprim-sulfametoxazol (SXT,), Gentamicina (GEN), Neomicina
(NEO) y Eritromicina (ERI). Los aislamientos fueron categorizados como sensibles (S),
susceptibilidad intermedia (1) y resistentes (R) de acuerdo a los pardmetros establecidos
por la NCCLS (2002). Los microorganismos que presentaron resistencia a dos o mas
familias de antibiéticos se clasificaron como multirresistentes.

4.3.1 Género Staphylococcus

El resultado del antibiograma realizado a las cepas aisladas de Staphylococcus aureus
(19), demostré que el 57.89% presenta resistencia a Oxitetraciclina, el 47.36% a
Penicilina y Ampicilina, y el 5.26% a Enrofloxacina (Figura 11) (Anexo- 6).
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Figura 11: Perfil de resistencia de Staphylococcus aureus

Los resultados obtenidos son similares a los encontrados en Jordania por Alekish y Al-
Qudah (2013), quienes reportaron un 77.7% de resistencia de las cepas aisladas de S.
aureus para la Oxitetraciclina. En cuanto a los porcentajes de resistencia de la Ampicilina
y Penicilina, estudios en Chile, India y Jordania, reportaron rangos de 25% al 77.7% de
resistencia de las cepas aisladas de S. aureus (San Martin et al 2009; Alekish y Al-Qudah
2013; Khan 2013). En cuanto a los resultados de resistencia a Enrofloxacina, esta no
muestra porcentajes altos, ya que no es un medicamento totalmente indicado para su uso
en tratamiento de mastitis bovinas, sin embargo, en los Ultimos afios se ha venido
incorporando en la terapia de secado en vacas en ordefio y para el tratamiento de mastitis
clinica causada por Staphylococcus. Los antibiéticos con mayor sensibilidad para S.
aureus fueron Ciprofloxacina, Trimetoprim-sulfa y Neomicina en un 100%, por lo que su
uso puede ser considerado para el tratamiento de la mastitis causada por S. aureus.

Mientras que para los aislados de S. epidermidis (4), el 75% de las cepas mostraron
resistencia a Oxitetraciclina, el 50% a Ampicilina, y el 25% a Gentamicina y Eritromicina,
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siendo los antibidticos con mayor sensibilidad Amoxicilina mas Acido clavulanico,
Enrofloxacina, Ciprofloxacina Trimetoprim-sulfametoxazol y Neomicina en un 100%
(Figura 12) (Anexo- 7).
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Figura 12: Perfil de resistencia de Staphylococcus epidermidis

Los aislados de Staphylococcus coagulasa negativo (SCN) (2) presentaron sensibilidad a
los antibidticos evaluados de las familias de  Penicilinas, Sulfas, Aminoglucésidos y
Macrélidos, caso contrario para la Oxitetraciclina que mostré una resistencia del 100% y
un 50% para Ciprofloxacina (Figura 13) (Anexo-8).
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Figura 13: Perfil de resistencia de Staphylococcus coagulasa negativo
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4.3.2 Género Enterococcus

De las cepas aisladas de Enterococcus durans (8), el 37.5% fueron resistentes a
Eritromicina y Ampicilina, y el 12.5% a Oxitetraciclina y Gentamicina, siendo Amoxicilina
méas Acido clavulanico, Enrofloxacina y Ciprofloxacina los antibidticos con mayor
sensibilidad en un 100% (Figura 14) (Anexo-9).
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Figura 14: Perfil de resistencia de Enterococcus durans

De las cepas aisladas de E. faecium, el 50% presentaron resistencia intermedia a
Oxitetraciclina. Los antibiéticos con mayor sensibilidad fueron Enrofloxacina y Neomicina
en un 100% (Figura 15) (Anexo-10). De igual forma, del total de los aislados de
Enterococcus faecalis (4) el 50% mostraron resistencia a Neomicina, y el 25% a
Oxitetraciclina, mientras que para Penicilina, Amoxicilina mas Acido clavulanico,
Ampicilina, Enrofloxacina, Ciprofloxacina, Gentamicina y Eritromicina se observé un 100%
de sensibilidad (Figura 16) (Anexo- 11).
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Figura 15: Perfil de resistencia de Enterococcus faecium
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Figura 16: Perfil de resistencia Enterococcus faecalis.

Para los aislados de Enterococcus spp. (4) el 25% de ellos mostraron resistencia a
Penicilina, Ampicilina, Enrofloxacina, Ciprofloxacina, Oxitetraciclina y Eritromicina. Los
antibiéticos con mayor sensibilidad fueron Amoxicilina mas Acido clavulanico,
Enrofloxacina, Gentamicina y Neomicina en un 100% (Figura 17) (Anexo-12); mientras
que para las 5 cepas aisladas de S. bovis Unicamente el 20 % (1) mostraron resistencia a
Eritromicina y el 40% a Oxitetraciclina (Figura 18) (Anexo-13).
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Figura 17: Perfil de resistencia de Enterococcus spp.
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Figura 18: Perfil de resistencia de Streptococcus bovis

Los antibiéticos con mayor sensibilidad fueron Enrofloxacina, Ciprofloxacina, Gentamicina
y Neomicina con un 100%. La multirresistencia antimicrobiana en cepas de E. faecalis y
E. faecium se han incrementado en cuanto a su asociacion con infecciones de origen
nosocomial. Lo cual es de particular interés debido al potencial que demuestran los
alimentos como vehiculo de transmision de estas cepas al ser humano, debido a la
capacidad de los Enterococcus que al ser ingeridos pueden sobrevivir el paso gastrico,
multiplicarse y colonizar el tracto gastrointestinal por una significativa cantidad de tiempo.

De hecho existe fuerte evidencia epidemiolégica que vincula el uso de antibi6ticos en
medicina humana y produccién animal con la presencia de cepas resistentes en productos
de origen animal, como es el caso de la leche cruda (Johnston y Jaykus 2004).

4.3.3 Géneros Escherichia, Enterobacter y Klebsiella

Los resultados del antibiograma de las 15 cepas de Escherichia coli demostraron que el
93% de cepas aisladas fueron resistentes a Penicilina, el 60% a Eritromicina, el 26.66% a
Oxitetraciclina y el 6.66% a Ampicilina; siendo los antibioticos con mayor sensibilidad
Enrofloxacina, Ciprofloxacina, Trimetoprim-sulfametoxazol y Gentamicina en un 100%
(Figura 19) (Anexo-14).
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B RESISTENTE | 93% | 0% |6,66%| 0% 0% (26,66% 0% 0% 0% | 60%
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B SENSIBLE 6,66% | 73,33 |93,33% 100% | 100% 46,66% 100% | 100% | 80% |6,66%

Figura 19: Perfil de resistencia de Escherichia coli

Asi también, en Chile, se han reportado altos niveles de resistencia a Penicilina
(superiores al 70%) en cepas de E. coli aisladas de mastitis clinica (San Martin et al 2002;
Figueroa 2004). La baja sensibilidad se puede atribuir al uso excesivo de este farmaco, ya
gue en estas Ultimas décadas ha sido empleada masivamente, y es considerado de
primera eleccion para muchas enfermedades de origen bacteriano en el ganado bovino
(San Martin et al 2009).

Para los aislados de E. aerogenes (3) el 66.6% mostraron resistencia intermedia a la
Oxitetraciclina, mientras que los antibiéticos con mayor sensibilidad fueron Enrofloxacina,
Ciprofloxacina, Trimetoprim-sulfametoxazol y Gentamicina en un 100% (Figura 20)
(Anexo-15).

De las cepas aisladas de Klebsiella pneumoniae (2) el 50% presentd resistencia
intermedia a Neomicina y Eritromicina. Los antibidticos con mayor sensibilidad fueron
Enrofloxacina, Ciprofloxacina, Oxitetraciclina, Trimetoprim-sulfametoxazol, Gentamicina y
Neomicina en un 100% (Figura 21) (Anexo- 16).
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Figura 20: Perfil de resistencia de Enterobacter aerogenes
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Figura 21: Perfil de resistencia de Klebsiella pneumoniae

4.3.4 Género Streptococcus

El antibiograma para Streptococcus dysgalactiae demostré que de las 4 cepas aisladas el
100% presento resistencia a Oxitetraciclina, el 75% a Gentamicina y Neomicina, y el 25%
a Penicilina, amoxicilina mas acido clavulanico y Eritromicina. Los antibiéticos con mayor
sensibilidad fueron Ampicilina, Enrofloxacina, Ciprofloxacina y Trimetoprim-sulfametoxazol
en un 100% (Figura 22) (Anexo-17).
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PEN | AMC | AMP | ERX [ CIP | OXI | SXT | GEN | NEO | ERI
B RESISTENTE | 25% | 25% | 0% | 0% | 0% [100%| 0% | 75% | 75% | 25%
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W SENSIBLE 75% | 50% [100%|100% |100% | 0% |100%| 0% | 0% | 75%

Figura 22: Perfil de resistencia de Streptococcus dysgalactiae

Los resultados del antibiograma para los dos aislamientos de S. agalactiae mostraron
resistencia intermedia a Amoxicilina mas acido clavulanico en un 50% y una sensibilidad
del 100% para Enrofloxacina, Ciprofloxacina, Gentamicina y Neomicina (Figura 23)
(Anexo-18).
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Figura 23: Perfil de resistencia de Streptococcus agalactiae
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Para los dos aislados de Streptococcus uberis se demostré que el 50% presentd
resistencia intermedia a Amoxicilina mas acido clavulanico y el 100% fue sensible a
Enrofloxacina, Gentamicina y Neomicina (Figura 24) (Anexo-19).
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W SENSIBLE 50% | 50% | 50% [100% | 50% | 50% | 50% |100% | 100% | 50%

Figura 24: Perfil de resistencia de Streptococcus uberis

En el caso de los Streptococcus (S. agalactiae, S. dysgalactiae, S. uberis), a pesar de que
los betalactamicos llevan utilizandose durante décadas, los niveles de resistencia son
bajos, sin embargo, se ha detectado una resistencia emergente a los Macrélidos y
Tetraciclinas, lo cual podria deberse al uso indiscriminado de estos farmacos en los
tratamientos contra mastitis bovina (Pyorala 2011).

4.3.5 Género Acinetobacter

El antibiograma realizado a la Unica cepa aislada de Acinetobacter baumanii demostro
que este microorganismo es resistente a la Ampicilina y Penicilina y que presenté una
resistencia intermedia a Oxitetraciclina y Eritromicina en un 100%. Los antibiéticos con
mayor sensibilidad fueron: Enrofloxacina, Ciprofloxacina, Trimetoprim-sulfametoxazol,
Gentamicina y Neomicina en un 100% (Figura 25) (Anexo-20).

De acuerdo a los resultados estd cepa no se considera como un microorganismo
multirresistente ya que Unicamente presento resistencia a la familia de las penicilinas, al
cual es naturalmente resistente (Stanchi 2008).
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Figura 25: Perfil de resistencia de Acinetobacter baumanii

4.4 Resultados de multirresistencia antimicrobiana.

De las 25 bacterias aisladas del género Staphylococcus se identificaron que 10 de ellas
presentaron multirresistencia a dos o méas familias de antimicrobianos siendo el perfil de
multirresistencia observado con mayor frecuencia para Penicilinas y Tetraciclinas con un
80%, dentro de las cuales los antibiéticos mas resistentes fueron Penicilina, Ampicilina y
Oxitetraciclina respectivamente (Figura 26).

Staphylococcus

60%

B QUINO + TETRA  m OXY+PEN + AMINO M®PEN+TETRA mPEN + OXY

Figura 26. Perfil de multirresistencia del género Staphylococcus

En una investigacion realizada en Argentina por Pellegrino et al (2011) se obtuvo como
resultado que del 58.7% de cepas estudiadas de S. aureus provenientes de vacas con
algun grado de mastitis mostraron multirresistencia a una o méas familias de antibioticos.
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Resultados similares fueron obtenidos por Palacios et al (2017) en México, estudio en el
cual el 74.76% de cepas de S. aureus presentaron multirresistencia a distintas familias de
antimicrobianos; en un 74.75% a los betalactamicos, 71.95% a los macrélidos y en un
67.28% a las Quinolonas.

En este estudio, de las cepas multirresistentes aisladas, el 47.36% mostro resistencia a la
Penicilina y Ampicilina de la familia de Penicilinas; este resultado podria estar relacionado
con el mecanismo de resistencia de esta bacteria, en el cual, debido a la produccién de
betalactamasas y PBP2a (proteina de union a la penicilina), le atribuye la capacidad de
moadificar el sitio de unién del antimicrobiano, por lo tanto, imposibilita la destruccion del
microorganismo. Este mecanismo esta descrito en bacterias anaerobias y distintas cepas
de Staphylococcus como S. epidermidis, S. coagulasa negativo y S. resistente a la
meticilina (MRS), y son muy similares a los mecanismos de resistencia de Tetraciclinas y
Aminoglucdsidos.

Dentro del género Enterococcus se realizé un total de 23 aislamientos, logrando identificar
que 8 de ellos presentaron multirresistencia con mayor frecuencia a las familias de
Penicilinas y Macrolidos (75.0%), en donde los antibidticos méas resistentes fueron
Penicilina, Ampicilina y Eritromicina (Figura 27).

Enterococcus

75%

H PEN + QUINO+ AMINO+ MACRO B PEN + MACRO

Figura 27. Perfil de multirresistencia del género Enterococcus.

Debido al aumento de la multirresistencia de Enterococcus y la amenaza que representa
para la salud publica como agente nosocomial, en Chile se realiz6 un estudio en el que se
determin6 que en el 30% de cepas de Enterococcus estudiadas presentaron
multirresistencia a dos o mas antimicrobianos de distintas familias, de los cuales el
Cloranfenicol obtuvo un 90.4%, seguido por Tetraciclina y Ciprofloxacina con un 60.4% vy
30.1% respectivamente (Silva et al 2006). De igual forma, en un estudio realizado por
Schell et al (2014) las cepas aisladas de Enterococcus presentaron un 44.4% de
resistencia a Eritromicina y Tetraciclina, 25.0% a Ciprofloxacina y un 19.4% a
Levofloxacina, dichos antimicrobianos pertenecen a distintas familias de antimicrobianos.

Los mecanismos de resistencia hacia la familia de Penicilinas de los microorganismos de
este género, podrian atribuirse a la producciéon de enzimas como las betalactamasas, y
las BLEE (Betalactamasas de Espectro Extendido) que se observan mayoritariamente en
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cepas de Enterobacterias y con menor frecuencia en los bacilos Gram negativos no
fermentadores. La diseminacion de estas resistencias muchas veces se ve facilitada por
el intercambio de material genético entre las distintas especies bacterianas. Estas
enzimas confieren resistencia a todas las Penicilinas, Cefalosporinas de 12, 22 32 y 42
generacion y al Monobactam.

Para la familia de Enterobacteriaceae de un total de 20 aislados pertenecientes a los
géneros Escherichia, Enterobacter y Klebsiella se lograron identificar 13 aislados
multirresistentes a dos o mas familias de antibioticos evaluados, de las cuales la
combinacion mas frecuente fue para Penicilinas y los Macrdlidos (61.50%); siendo
Penicilina, Ampicilina y Eritromicina los antibiéticos mas resistentes (Figura 28).

Enterobacterias

61,50%

B PEN+ TETRA ® PEN+AMINO + MACRO M PEN + TETRA + MACRO ™ PEN + MACRO

Figura 28. Perfil de multirresistencia de Enterobacterias.

En un estudio realizado en Chile por Cayul (2003) del total de cepas analizadas de E. coli
el 99.9% fueron multirresistentes a tres o mas antimicrobianos de distintas familias, los
cuales presentaron resistencia en un 93.0% a Lincomicina, 92.0% a Cloxacilina, 87.0% a
Penicilina y Novobicina, y con menor porcentaje (1.0%) a Enrofloxacina y Cefoperazona.
De igual forma en un estudio realizado en Alemania y México se obtuvieron resultados de
multirresistencia a antimicrobianos de dos o més familias en cepas aisladas de E. coli, en
las cuales, Ampicilina mostré un 55% y Penicilina G, Eritromicina, Oxacilina y Pirlimicina
100% de resistencia (Castafieda et al 2009).

Los mecanismos de resistencia que se pueden atribuir a la familia Enterobacteriaceae,
especificamente a bacterias como K. pneumoniae y E. coli (aunque han sido identificados
en Proteus, Serratia, Enterobacter y Salmonella) son la produccién de enzimas
betalactamasas y las BLEES, que hidrolizan los antibioticos betalactdmicos incluyendo
cefalosporinas de tercera y cuarta generacion, el aztreonam; los Aminoglucésidos
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(acetiltransferasas, adeniltransferasas, fosfotransferasas) y Macrdlidos (esterasas y
fosfotransferasas).

El perfil de multirresistencia obtenido para las 8 bacterias aisladas del género de
Streptococcus indicoé que 6 de ellas presentaron mayor multirresistencia a la combinacion
de las familias de las Tetraciclinas y a la familia de los Aminoacidos, siendo los
antibioticos mas resistentes Oxitetraciclina, Gentamicina y Neomicina (Figura 29).

Streptococcus

66,60%
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Figura 29. Perfil de multirresistencia del género Streptococcus.

En un estudio realizado en Brasil por Santiago-Neto et al (2014) se observd un 27.8% de
multirresistencia a dos o mas familias de antimicrobianos para el género Streptococcus,
en el cual se identificé resistencia ante las tetraciclinas en un 55.5%, a las lincosamidas
en un 33.3%, y a los macrolidos y betalactamicos en un 22.2%. En cuanto a los patrones
de multirresistencia para S. dysgalactiae, en un estudio realizado en Chile por Cayul
(2003) se observo que el 92.3% de cepas aisladas de Streptococcus dysgalactiae el
75.0% presentd multirresistencia a cinco o0 mas antimicrobianos, los cuales tres
pertenecian a distintas familias de antimicrobianos.

El mecanismo de resistencia caracteristico de este género es la alteraciéon de la PBP
(proteina de union a la penicilina), que se da por modificacion de la enzima blanco en la
pared bacteriana, mediante la presencia de un gen (MecA), que codifica una PBP
modificada la PBP2aq, para la cual no tienen afinidad los betalactamicos.

Otros factores que podrian influenciar la resistencia desarrollada por las bacterias
causantes de mastitis bovina se pueden relacionar al uso indiscriminado de antibiéticos y
preparados intramamarios que contienen combinaciones de antibidticos de amplio
espectro que son administrados por los propietarios de los animales sin prescripcion de
un médico veterinario; de igual forma cuando no se practica un diagnéstico microbiolégico
para identificar los agentes causantes de la mastitis en un hato previo a la administracion
de antibiéticos que podrian no ser los adecuados para erradicar o tratar la enfermedad.



40

5. CONCLUSIONES

1. De los 154 animales a los que se les realizo la prueba de California para determinar
mastitis (CMT), 46 (29.87%) resultaron positivos a algun grado de mastitis, de los
cuales 28 (60.9%) se clasificaron como mastitis subclinica y 18 (39.1%) como mastitis
clinica.

2. De las 46 muestras obtenidas de vacas positvas a CMT se aislaron 19
microorganismos involucrados en la patogénesis de la mastitis bovina, siendo los
géneros mas frecuentes Staphylococcus spp. con un 29.7% (25 aislados),
Enterococcus spp. 27.4% (24 aislados), Escherichia 17.85% (15 aislados),
Streptococcus 9.52% (8 aislados), Enterobacter 3.57% (3 aislados), Candida 3.57%
(3 aislados), Klebsiella 2.38% (2 aislados), Vibrio 2.38% (2 aislados), Bacillus 1.19%
(1 aislado), Bordetella 1.19% (1 aislado) y Acinetobacter 1.19% (1 aislado).

3. Los agentes etiologicos causantes de mastitis mas frecuentes fueron S. aureus
(22.61%), E. coli (17.85%) y E. durans (9.52%); y los menos frecuentes B. subtillis
(1.19%), Bordetella spp (1.19%) y A. baumanii (1.19%), lo que confirma la variedad
de agentes involucrados en la patogénesis de la mastitis bovina.

4. Los microorganismos ambientales fueron los agentes causales de mastitis mas
predominantes (66.65%), entre los cuales se encontraron E. coli (26.31%), E. durans
(14.28%), E. faecalis (8.92%), S. dysgalactiae (7.14%), S. bovis (7.14%),
Enterococcus spp (7.14%), E. aerogenes (5.35%), S. uberis (3.57%), E. faecium
(3.57%), K. pneumoniae (3.57%), V. fluvialis (3.57%). En menor proporcién se
encontraron microorganismos contagiosos (33.35%), como S. aureus (70.3%), S.
epidermidis (14.81%), S. coagulasa negativo (7.40%) y S. agalactiae (7.40%).

5. En mastitis subclinica los agentes aislados con mayor frecuencia fueron S. aureus
(23.4%), E. coli (14.8%) y E. faecalis (10.6%); y para mastitis clinica fueron S. aureus
(25.0%), E. coli (22.2%) y E. durans (11.1%).

6. Los antibiogramas demostraron que las bacterias identificadas presentaron mayor
resistencia a la familia de las Tetraciclinas (48.0%), Macrolidos (45.4%) y Penicilinas
(41.96%); y mayor sensibilidad a Sulfonamidas (97.4%), Quinolonas (96.7%) y
Aminoglucosidos (86.4%).

7. De los diez antimicrobianos evaluados, las bacterias presentaron mayor resistencia a
Penicilina (57.14%), Ampicilina (53.24%), Oxitetraciclina (48.0%) y Eritromicina
(45.4%); y mostraron mayor sensibilidad a Enrofloxacina (98.61%), Trimetoprim-
sulfametoxazol (97.41%), Ciprofloxacina (94.81%), Gentamicina (88.32%),
Amoxicilina més &cido clavulanico (84.5%) y Neomicina (84.5%).
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8. Los perfiles de multirresistencia mas frecuentes fueron penicilina y macrélidos
(37.83%), penicilina y tetraciclina (16.20%); tetraciclinas y aminoglucésidos (10.80%);
penicilina, tetraciclinas y macrolidos (8.10%) y otras combinaciones con menor
proporcion que suman un 27%.
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6. RECOMENDACIONES

1. Realizar periddicamente pruebas de campo para la determinacién de mastitis
subclinica y clinica en vacas en produccion en ganaderias lecheras con la finalidad
de minimizar las pérdidas en la produccion.

2. ldentificar mediante técnicas de diagndstico de laboratorio, especificamente
pruebas bacteriolégicas los agentes patdgenos causantes de mastitis subclinica y
clinica presentes en la leche.

3. Realizar pruebas de sensibilidad antimicrobiana a los patégenos asociados a
mastitis frente a los antibiéticos mayormente utilizados para el control de mastitis,
y asi determinar el antibiético con mayor efectividad para el tratamiento de la
enfermedad.

4. Establecer programas de vigilancia epidemioldégica en ganaderias lecheras que
permitan identificar, evaluar y establecer los grupos de bacterias resistentes
emergentes en el ganado lechero que podrian representar un riesgo potencial para
la salud publica.

5. Desarrollar programas de buenas practicas de ordefio en las ganaderias lecheras
de El Salvador para reducir las infecciones intramamarias y la contaminacion de la
leche.

6. Ejecutar campafias de educacion para los productores y profesionales
involucrados en salud animal en las ganaderias lecheras para concienzar sobre el
uso adecuado de los antibioticos.

7. Realizar estudios que determinen la multirresistencia de los agentes patégenos
involucrados en la mastitis clinica y subclinica de ganado lechero en El Salvador.
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Anexo- 1. Procedimiento y lectura de prueba de california para mastitis (CMT)

EQUIPO

PROCEDIMIENTO

Se tomara una muestra de leche de cada
cuarto en una raqueta de CMT limpia. La
raqueta tiene cuatro pequefios
compartimientos marcados como A, B, C, y
D para identificar los cuartos de los que
proviene cada muestra. La solucion CMT
debe ser reconstituida de acuerdo a las
instrucciones del producto.

PASO 1: Tomar aproximadamente 2 ml de
leche de cada cuarto.

Esto corresponde a la cantidad de leche
que quedaria en los compartimientos al
colocar la raqueta en posicién casi vertical.

PASO 2: Agregue igual cantidad de
solucién CMT a cada compartimiento.

Rote la raqueta con movimientos circulares
hasta mezclar totalmente el contenido. No
lo mezcle por méas de 10 segundos.

PASO 3: “Lea” rapidamente la prueba. La
reaccion visible desaparece en unos 20
segundos. La reaccion recibe una
calificacion visual. Entre mas gel se forme,
mayor es la calificacion.

Fuente: Mellenberger, Roth. Hoja de informacion de Prueba de Mastitis. Universidad de Wisconsin-

Madison.
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A-1.2. Lecturade la prueba de california para mastitis.

LECTURA RESULTADOS

N = Negativo (No Infectado). No hay
espesamiento de la mezcla.

T= Trazas (Posible Infeccion). Ligero
espesamiento de la mezcla. La reaccion
“Trazas” parece desvanecerse con la
rotacion continua de la raqueta.

Ejemplo: Si en los 4 cuartos se leen
“trazas”, no hay infeccion. Si en uno-dos
cuartos se leen “trazas”, hay posible
infeccion.

1= Positivo Débil (Infectado). Definido
espesamiento de la mezcla, pero sin
tendencia a formar gel. Si la raqueta se
rota por mas de 20 segundos, el
espesamiento puede desaparecer.

2= Positivo Evidente (Infectado). Inmediato
espesamiento de la mezcla con ligera
formacion de gel. Mientras la mezcla se
agita, esta se mueve hacia el centro de la
copa, exponiendo el fondo del borde
externo. Cuando el movimiento se detiene,
la mezcla se nivela y cubre todo el fondo
de la copa.

3= Positivo Fuerte (Infectado). Hay
formacion de gel y la superficie de la
mezcla se eleva (como un huevo frito).
Esta elevacién central permanece aln
después de detener el movimiento de
rotacion de la raqueta de CMT.

La raqueta debe lavarse después de cada
prueba.

Fuente: Mellenberger, Roth. Hoja de informacion de Prueba de Mastitis. Universidad de Wisconsin-

Madison.




A- 1.3. Interpretacion de los resultados de CMT.

El grado de CMT est4 directamente relacionado con el promedio del conteo de células

somaticas. A continuacion se muestra dicha relacion.

Grado de CMT Rango de células INTERPRETACION
somaticas
NEGATIVO 0 —200.000 Cuarto sano
TRAZAS 200.000 — 400.000 Mastitis subclinica
1 400.00 — 1.200.000 Mastitis subclinica
2 1.200.000 — 5.000.000 | Infeccion seria
3 Més de 5.000.000 Infeccion seria
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Fuente:Wellenberger, Roth. Hoja de informacion de Prueba de Mastitis. Universidad de Wisconsin-

Madison.
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Anexo- 2. Hoja de registro de datos generales de las ganaderias en estudio y hoja
de registro de toma de muestras.

HOJA DE REGISTRO

1. DATOS GENERALES

a.

NANENEN

Nombre de la ganaderia/ Propietario-

Cantidad de Animales:
En produccion
Novillas

Primer parto
Multiparas

2. PROCESO DEL ORDENO

@m0 a0 oW

Cantidad de ordefios al dia/hora
Numero de los encargados del ordefio

Lavado de manos antes de manipular la glandula mamaria Sl NO
¢ Se realiza limpieza de pezones? Sl NO

¢, Se realiza despunte de pezones? Sl NO

¢ Existe limpieza de pezon después del ordefio? Sl NO

¢ Se realiza sellado de los pezones? S NO

3. TRATAMIENTO

a.

¢Quién es la persona encargada de administrar tratamiento los
animales?
Se utiliza tratamiento sistémico (inyectado) 0 local
(jeringuillas):

Nombre de el/los productos utilizado para el tratamiento?

4. OBSERVACIONES




HOJA DE REGISTRO/TOMA DE MUESTRA

1. DATOS POR ANIMAL:

oo op

Etapa reproductiva:
Numero de cuartos afectados:
Tratamiento Antibidtico previo:

Nombre de la vaca/identificacion:

HOJA N°

MUESTRA N°

HORA:
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2. RESULTADO CMT

CUARTO 1
Grado de CMT Rango de células INTERPRETACION RESULTADO
somaticas
NEGATIVO 0 —200.000 Cuarto sano
TRAZAS 200.000 — 400.000 Mastitis subclinica
1 400.00 — 1.200.000 Mastitis subclinica
2 1.200.000 — 5.000.000 | Infeccién seria
3 Mas de 5.000.000 Infeccién seria
CUARTO 2
Grado de CMT Rango de células INTERPRETACION RESULTADO
somaticas
NEGATIVO 0 —200.000 Cuarto sano
TRAZAS 200.000 — 400.000 Mastitis subclinica
1 400.00 — 1.200.000 Mastitis subclinica
2 1.200.000 — 5.000.000 | Infeccibn seria
3 Mas de 5.000.000 Infeccidn seria
CUARTO 3
Grado de CMT Rango de células INTERPRETACION RESULTADO
somaticas
NEGATIVO 0 —200.000 Cuarto sano
TRAZAS 200.000 — 400.000 Mastitis subclinica
1 400.00 — 1.200.000 Mastitis subclinica
2 1.200.000 — 5.000.000 | Infeccibn seria
3 Mas de 5.000.000 Infeccidn seria
CUARTO 4
Grado de CMT Rango de células INTERPRETACION RESULTADO
somaticas
NEGATIVO 0 - 200.000 Cuarto sano
TRAZAS 200.000 — 400.000 Mastitis subclinica
1 400.00 — 1.200.000 Mastitis subclinica
2 1.200.000 — 5.000.000 | Infeccién seria

3

Mas de 5.000.000

Infeccion seria
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Anexo- 3. Procedimiento para el aislamiento de bacterias grampositivas y
gramnegativas.

A- 3.1. Flujograma de trabajo para el aislamiento e identificacion de Escherichia
coli.

MUESTRA DE LECHE 10 mL

Dilucién de 10 mL de muestra en 90 mL de caldo de enriquecimiento lactosado + Tween
al 5% y en 90 mL de Agua peptonada por 24 hrs.

[ Siembra en Agar MaConkey, Agar eosina-azul de metileno (EMB). ]

Incubacion en atmdsfera de aerobiosis a 37°C por 24 hrs. a 48hrs.

/

r )
Evaluacion macroscoépica de colonias sospechosas Tincion Gram y evaluacion

q microscopica

J

Agar Mac Conkey: colonias rojas con N
halo turbio (lactosa positivo). _ Bacilos rectos, gramnegativos,
Agatl_ EMB: color verdoso con brillo miden entre 1y 1.5 ums 2y 6
metalico. pm, pueden aparecer aislados o

g en pares.

\ )
Inoculacién en medio de cultivo Rapid HiColiform

v

Incubacion en atmdsfera de aerobiosis a 37°C por 24 hrs. a 48hrs.

|

Observacion macroscopica: En presencia de luz ultravioleta, las colonias sospechosas de
E. coli presentan un color verde fluorescente.

Pruebas bioguimicas | 5 Antibiograma
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A-3.2. Flujograma de trabajo para el aislamiento e identificaciéon de bacterias del
género Enterobacteriaceae (K. penumoniae, E. aerogenes).

[ MUESTRA DE LECHE 10 mL ]

Dilucion de 10 ml de muestra en 90 ml caldo lactosado + tween 5% vy
en 90 mL de Agua peptonada

Incubacion en atmdsfera de aerobiosis por 24 hs. a 37 °C.

\!

Siembra en Agar MaConkey, Agar eosina-azul de metileno (EMB), Rapid Hicoliform
(RH coli) e incubar por 24+2 hrs a 35+0.2 °C.

Evaluacion macroscopica de Tincion gram y evaluacion
colonias sospechosas microscopica
V2

K. pneumoniae
MaConkey: colonias convexas, mucoides
lactosa positiva.

EMB: sin crecimiento. Bacilo gram -negativos de 0.5a 1 pm
RH coli: sin crecimiento. por 3 a 4 um, movil por la presencia
\_ J de 2 a 3 flagelos polares, posee pili y
v fimbrias, no forma espora.

-

E. aerogenes
MAconKey: colonias rosadas,
pequefias y brillantes.
EMB: sin crecimiento.
\ RHeoli: sin crecimiento.

\

Pruebas bioquimicas

Antibiograma
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A-3.3. Esquema de trabajo para el aislamiento e identificacion del género
Enterococcus y Streptococcus.

( MUESTRA DE LECHE 10 mL )

v

Inocular 10 mL de muestra en 90 mL de caldo de enriquecimiento cerebro
corazon (BHI).

Incubacién a una temperatura de 35+1°C durante 24 a 48 horas en atmdsfera de anaerobiosis.

v

( Inoculacién del cultivo del caldo cerebro corazén en agar sangre. )

!

Incubacién a una temperatura de 35+1° en atmésfera de anaerobiosis durante 24 a 48 hrs.

)

B . Observar la presencia de colonias pequefias con un
Observacion macroscépica

didmetro de 0.5 a 2 mm. con bordes regulares,
convexas, transparentes u opacas, y que presentan 3
hemodlisis.

_ _ _ Kl'omar una asada de las colonias que presenten\

Observac_|c’)n. microscopica con caracteristicas macroscopicas propias  de
tincién gram. — | Streptococcus spp, realizar tinciébn gram y observar

al microscopio cocos de 0.5 a 2 um de didmetro, que

se agrupen en cadenas de largo variable, inmdviles,

y que no formen esporas.

- J

Inocular en Medio selectivo Bilis esculina las colonias caracteristicas.

Género Enterococcus Género Streptococcus

!
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l L

Se produce hidrdlisis de la esculina Ausencia de hidrélisis de la

del medio por lo qué se observa la esculina por lo que el medio de

formacion de un compuesto de cultivo mantiene su color original y

color verde oliva hasta negro. no se observa crecimiento
bacteriano.

Siembra de colonias sospechosas en medio de cultivo de enriquecimiento tripticasa soya
agar(TSA) e incubacién a una temperatura de 35+1°C durante 24 a 48 horas en atmésfera de

anaerobiosis.

o Pruebas bioquimicas para
Pruebas bioquimicas para

Streptococcus (S. agalactiae,

E E. E.
nterococcus (E. durans, S. dysgalactiae, S. uberis)

/

[ ANTIBIOGRAMA ]

faecalis, E. faecium, S. bovis)
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A-3.4 Esquema de trabajo para el aislamiento e identificacion del género
Staphylococcus (S. aureus, S. epidermidis y SCN)

( MUESTRA DE LECHE 10mL )

|

Inocular 10 mL de muestra en 90 mL de caldo de enriquecimiento cerebro corazén
(BHI)

3

Incubacién a una temperatura de 35+1°C en atmaésfera de aerobiosis durante 24 hrs a 48

hrs. )
v

( Realizar dilucién hasta 10 e inocular en placas con Agar Baird Parker )

v

Incubacién a una temperatura de 35+1°C en atmadsfera de aerobiosis durante 24

hrs a 48 hrs.
\L Células esféricas, con diametro de 0.5a 1 um,
Observacién microscopica con grampositivos, pueden observarse como células
tincién Gram. simples agrupadas en racimos.

. /
( Observacion macroscopica )

/(\

~N

\

Colonias negras, circulares, brillantes, Colonias negras, circulares,
convexas y lisas con diametrode 1 a 2 brillantes, convexas y lisas con
mm, con presencia de una zona circular diametro de 1 a 2 mm, sin halo
opaca y un halo claro alrededor de la claro alrededor de la colonia.
\colonia. JAR y
S. aureus S. epidermidis y SCN

v v
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J J

Inocular en medio selectivo Manitol Sal las colonias sospechosas

Incubacion a una temperatura de 35+1°C durante 24 a 48 horas en atmdsfera de

aerobiosis.
Colonias amarillas indicativo de presencia de Colonias rojas 6 ligeramente rosas son
Staphylococcus coagulasa positivo indicativo de presencia de
(Staphylococcus aureus) Staphylococcus coagulasa negativo

(Staphylococcus epidermidis)

Inoculacién de las colonias caracteristicas de Staphylococcus spp. en agar nutritivo.

PRUEBAS BIOQUIMICAS

ANTIBIOGRAMA
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Anexo- 4.Tablas de interpretacion del resultado de antibiograma de acuerdo a los
estandares de NCCLS.

A. 4.1 Tabla de interpretacién para Staphylococcus spp.

ANTIBIOTICO | CONCENTRACION | RESISTENTE | INTERMEDIO SENSIBLE
(L9) (mm) (mm) (mm)
Penicilina G 10 UI 228 - <29
procainica
Amox. Ac. 20 pg/10 pg 213 14-17 <18
clavulanico
Neomicina 30 ug 212 13-16 17
Eritromicina 15 pg 213 14-22 <23
Oxitetraciclina 30 pg 214 15-18 <19
Enrofloxacina 5 g 216 17-22 <23
Trimetroprim- 1.25 pg /23.75 g 210 11-15 <16
Sulfametozasol
Ciprofloxacina 5 ug 215 16-20 <21
Gentamicina 10 pg 212 13-14 15
Ampicilina 10 pg 228 - <29
A. 4.2 Tabla de interpretacién para Enterococcus spp.
ANTIBIOTICO | CONCENTRACION | RESISTENTE | INTERMEDIO SENSIBLE
(1)) (mm) (mm) (mm)
Penicilina G 10Ul 214 - <15
Procainica
Amoxicilina 20 pg /10 pg 216 - <17
mas Acido
clavulanico
Neomicina 30 pg 212 13-16 17
Eritromicina 15 pg 213 14-22 <23
Oxitetraciclina 30 pg 214 15-18 <19
Enrofloxacina 5 ug 217 18-22 <23
Trimetroprim- 1.25 ug /23.75 ug 210 11-15 <16
Sulfametozasol
Ciprofloxacina 5 g 215 16-20 s21
Gentamicina 10 pg 26 7-9 <10
Ampicilina 10 pg 216 - 17




A. 4.3 Tabla de interpretacion para Streptococcus spp.
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ANTIBIOTICO | CONCENTRACION | RESISTENTE | INTERMEDIO SENSIBLE
(H9) (mm) (mm) (mm)
Penicilina G 10Ul <19 20-27 >28
procainica
Amoxicilina 20 ug /10 g <15 16-20 >21
mas é&cido
clavulanico
Neomicina 30 pg <12 13-16 >17
Eritromicina 15 pg <15 16-20 >21
Oxitetraciclina 30 pug <18 19-22 23
Enrofloxacina 5 ug 15 16-20 21
Trimetoprim- 1.25 g /23.75 pg 15 16-18 19
sulfametoxazol
Ciprofloxacina 5 ug <15 16-20 >21
Gentamicina 10 pug <12 13-14 >15
Ampicilina 10 g <18 19-25 >26
A. 4.4 Tabla de interpretacidon para la familia Enterobacteriaceae.
ANTIBIOTICO | CONCENTRACION | RESISTENTE | INTERMEDIO SENSIBLE
(H9) (mm) (mm) (mm)
Penicilina G 10Ul <11 12-13 >14
procainica
Amoxicilina 20 pg /10 pg <13 14-17 >18
mas é&cido
clavulanico
Neomicina 30 pg <12 13-16 >17
Eritromicina 15 ug <13 14-22 >23
Oxitetraciclina 30 pg <14 15-18 >19
Enrofloxacina 5 ug <16 17-22 >23
Trimetoprim- 1.25 pug /23.75 pg <10 11-15 >16
sulfametoxazol
Ciprofloxacina 5 ug <15 16-20 >21
Gentamicina 10 pg <12 13-14 >15
Ampicilina 10 pg <13 14-16 >17




Anexo- 5. NUmero de aislados de microorganismos por muestra.

Ganaderia 1
Codigo de muestra Bacterias aisladas Total
0101 Candida spp. 1
0102 S. agalactiae 1
0103 S. aureus, E. coli 2
0104 S. uberis, E. coli 2
0105 E. aerogenes, S. aureus 2
0106 E. coli 1
01 07 S. aureus 1
0108 E. coli, E faecium 2
0109 E. durans, K. pneumoniae, S. aureus 3
0110 E. spp, E. aerogenes 2
0111 E. coli 1
0112 E. coli 1
0113 E. coli, S. bovis 2
0114 E. coli 1
0115 E. coli, S. aureus, S. uberis 3
0116 E. coli, E. spp 2
0117 E. aerogenes, S. aureus, E. durans 3
0118 E. coli, E. durans 2
0119 E. coli, E. spp. 2
0122 E. durans 1
0123 Candida spp., S. epidermidis, E. durans 3
TOTAL 38
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Ganaderia 2

Cadigo de muestra Bacterias aisladas Total
0201 E. durans 1
02 02 S. aureus, E. faecalis 2
0203 S. aureus, Bordetella spp. 2
0204 S. aureus, E. durans 2
0205 S. coagulasa negativo, E. durans. 2
02 06 S. aureus, Vibrio fluvialis 2
02 07 S. bovis, E. faecalis 2
0208 S. coagulasa negativo, E. faecalis, Vibrio fluvialis 3
02 09 E. coli, S. aureus, E. faecalis 3
0210 S. aureus. E. spp 2
0211 S. aureus 1
0212 S. aureus 1
0213 E. coli, S. aureus, E. faecalis 3
0214 S. aureus, E. faecalis 2
TOTAL 28

Ganaderia 3

Codigo de muestra Bacterias aisladas Total
0301 E. coli, S. epidermidis, S. agalactiae 3
03 02 Bacillus subtilis 1
0303 K. pneumoniae, S. dysgalactiae 2
0304 S. epidermidis, S. dysgalactiae 2
0305 S. bovis, S. aureus, S. epidermidis 3
03 06 S. aureus, S. dysgalactiae 2
03 07 A. baumanii, s. bovis, S. dysgalactiae 3
0308 S. aureus 1
0309 S. aureus, S. bovis 2
TOTAL 19
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Anexo- 6. Resultado de antibiograma Staphylococcus aureus.
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5.26 0%

57.8%

0% 0%
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PEN: penicilina, AMC: amoxicilina y acido clavuldnico, AMP: Ampicilina, ERX: Enrofloxacina, CIP: Ciprofloxacina, OXY:

oxitetraciclina, SXT: Trimetoprim Sulfametoxazol, GEN: Gentamicina, NEO: Neomicina, ERY: Eritromicina.




Anexo- 7. Resultado de antibiograma Staphylococcus epidermidis.
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N° PEN. QUINO. TETRA. | SULFAS. AMINO. MACRO. | MMR
MUESTRA | PEN | AMC | AMP | ERX | CIP OXY SXT GEN | NEO ERI
0123 R S R S S S S S S R +
0301 R S R S S R S S S S +
0304 S S S S S R S I S S -
0305 S S S S S R S R S S +
%S 50 100 50 100 | 100 25 100 50 100 75 3+
% | 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 25% 0% 0%
% R 50% 0% 50% 0% 0% 75% 0% 25% 0% 25%
Anexo- 8. Resultado de antibiograma Staphylococcus coagulasa negativo.
N° PEN. QUINO. TETRA. | SULFAS. AMINO. MACRO. | MMR
MUESTRA | PEN | AMC | AMP | ERX cp OXY SXT GEN NEO ERI
0205 S S S S S R S S S S -
0208 S S S S R R S S S S +
%S 100% | 100% | 100% | 100% | 50% | 0% | 100% | 100% | 100% | 100% 1+
%] 0% | 0% | 0% | 0% | 0% | 0% 0% | 0% | 0% 0%
%R 0% | 0% | 0% | 0% | 50% | 100% | 0% | 0% | 0% 0%
Anexo- 9. Resultado de antibiograma Enterococcus durans.
N° PEN. QUINO. TETRA. SULFAS. AMINO. MACRO. | MMR
Ml;:ST PEN | AMC | AMP | ERX | CIP OXY SXT GEN NEO ERI
0109 R S R S S S - S S R +
0117 R S R S S S - S | [ -
0118 R S R S S S - S S R +
0122 R S R S S S - S S R +
0123 R S R S S S - S S R +
0201 S S S S S R - S S S -
0204 S S S S S S - S S S
0205 R S S S S S - R S S +
%S | 25% | 100% | 62.5% | 100% | 100% | 87.5% - 87.5% | 87.5% 50% 5+
%1 0% | 0% | 0% 0% | 0% 0% - 0% 12.5% 12.5%
%R | 75% | 0% | 37.5% | 0% 0% | 12.5% - 12.5% 0% 37.5%

SXT: No evaluado por la Clinical and Laboratory Standards Institute (NCCLS)




Anexo- 10. Resultado de antibiograma Enterococcus faecium
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N° PEN. QUINO. TETRA. | SULFAS. AMINO. MACRO. | MMR
MUESTRA | PEN | AMC | AMP ERX CIP (0) 44 SXT* GEN NEO ERI
0108 R R R S R I - R S R +
0202 S S S S S R - S S S -
%S 50% | 50% | 50% | 100% | 50% 0% - 50% 100% 50% 1+
%1 0% | 0% 0% 0% | 0% 50% - 0% 0% 0%
%R 50% | 50% | 50% | 0% | 50% 50% - 50% 0% 50%
SXT: No evaluado por la Clinical and Laboratory Standards Institute (NCCLS)
Anexo- 11. Resultado de antibiograma Enterococcus faecalis.
N° PEN. QUINO. TETRA. SULFAS. AMINO. MACRO. | MMR
Mgf\ST PEN | AMC | AMP ERX Cip OoXxy SXT GEN NEO ERI
0207 S S S S S S - S R S -
0209 S S S S S S - S R S -
0213 S S S S S S - S S S -
0214 S S S S S R - S S S -
% S 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 75% - 100% | 50% 100%
% | 0% | 0% 0% 0% 0% 0% - 0% 0% 0%
% R 0% | 0% 0% 0% 0% 25% - 0% 50% 0%
SXT: No evaluado por la Clinical and Laboratory Standards Institute (NCCLS)
Anexo- 12. Resultado de antibiograma Enterococcus spp.
N° PEN. QUINO. TETRA. | SULFAS. AMINO. MACRO. | MMR
MUESTRA | PEN | AMC | AMP ERX CIP (0) 44 SXT GEN NEO ERI
0110 S S S S S S - S S S -
0116 S S S S R S - S S S -
0119 R S R S S S - S S R +
0210 S S S S S R - S S S -
%S 75% | 100% | 75% | 100% | 75% 75% - 100% | 100% 75% 1+
%I 0% | 0% 0% 0% 0% 0% - 0% 0% 0%
% R 25% | 0% 25% | 0% 25% 25% - 0% 0% 25%

SXT: No evaluado por la Clinical and Laboratory Standards Institute (NCCLS)
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Anexo- 13. Resultado de antibiograma Streptococcus bovis.
N° PEN. QUINO. TETRA. | SULFAS. AMINO. MACRO. | MMR
'\ﬁ::is PEN AMC AMP ERX CIP (0) 44 SXT GEN NEO ERI
0113 R R R S S S - S S R +
0207 S S S S S S - S S S -
0305 S S S S S R - S S S -
03072 | S S S S S S - S S S -
0309 S S S S S R - S S S -
% S 80% 80% 80% 100% 100% 60% - 100% | 100% 80% 1+
%1 0% 0% 0% 0% 0% 0% - 0% 0% 0%
% R 20% | 20% 20% 0% 0% 40% - 0% 0% 20%
SXT: No evaluado por la Clinical and Laboratory Standards Institute (NCCLS)
Anexo- 14. Resultado de antibiograma Escherichia coli.
N° PEN. QUINO. TETRA. | SULFAS. AMINO. MACRO. | MMR
MUESTRA | PEN AMC | AMP | ERX cip Ooxy SXT GEN | NEO ERI
0103 R I R S S I S S S R +
0104 R S R S S S S S S R +
0106 R S R S S I S S S R +
0108 R S R S S R S S S R +
0111 R S R S S S S S I I -
0112 S S R S S I S S I I -
0113 R S R S S S S S I R +
0114 R R R S S S S S S R +
0115 R S R S S I S S S R +
0116 R R R S S R S S S R +
0118 R S R S S S S S S I -
0119 R R R S S R S S S R +
0209 R S R S S S S S S I -
0213 R S R S S R S S S | +
0301 R S S S S S S S S S -
%S 6.6% | 73.3% | 93.3 | 100% | 100% | 46.6% 100% | 100% | 80% 6.6% 10+
%1 0% 6.66% | 0% 0% 0% 26.6% 0% 0% | 20% | 33.3%
%R 93.3% | 20% | 6.6% | 0% 0% 26.6% 0% 0% 0% 60%
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Anexo- 15. Resultado de antibiograma Enterobacter aerogenes.
N° PEN. QUINO. TETRA. | SULFAS. AMINO. MACRO. | MMR
“#:::S PEN AMC AMP ERX CIP OXY SXT GEN NEO ERI
0105 R R R S S R S S R R +
0110 R S R S S I S S S R +
0117 R S R S S I S S S R -
%S 0% 66.6% 0% | 100% | 100% 0% 100% 100% | 66.6% 0% 2+
% | 0% 0% 0% 0% 0% 66.6% 0% 0% 0% 0%
%R | 100% | 33.3% | 100% | 0% 0% 33.3% 0% 0% 33.3% 100%
Anexo- 16. Resultado de antibiograma Klebsiella pneumoniae.
N° PEN. QUINO. TETRA. | SULFAS. AMINO. MACRO. | MMR
MUESTRA | PEN | AMC | AMP | ERX cip OXY SXT GEN NEO ERI
0109 R S R S S S S S I R +
0303 R S R S S S S S S I -
% S 0% | 100% | 0% | 100% | 100% | 100% 100% 100% | 50% 0% 1+
%1 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 50% 50%
%R 100% | 0% | 100% | 0% 0% 0% 0% 0% 0% 50%
Anexo- 17. Resultado de antibiograma Streptococcus dysgalactiae.
N° PEN. QUINO. TETRA. | SULFAS. AMINO. MACRO. | MMR
MUESTRA | PEN | AMC | AMP | ERX cip OXY SXT GEN NEO ERI
0303 S R S S S R S R I S +
0304 S S S S S R S R R R +
0306 S S S S S R S R R S +
0307-1 R I S S S R S I R S +
%S 75% | 50% | 100% | 100% | 100% 0% 100% 0% 0% 75% 4+
%1 0% 25% 0% 0% 0% 0% 0% 25% 25% 0%
%R 25% | 25% 0% 0% 0% 100% 0% 75% 75% 25%
Anexo- 18. Resultado de antibiograma Streptococcus agalactiae.
N° PEN. QUINO. TETRA. | SULFAS. AMINO. MACRO. | MMR
MUESTRA | PEN | AMC | AMP | ERX cip OXY SXT GEN | NEO ERI
0102 R I R S S S R S S R +
0301 S S S S S R S S S S -
%S 50% | 50% | 50% | 100% | 100% | 50% 50% 100% | 100% 50% 1+
%1 0% 50% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
%R 50% | 50% | 50% 0% 0% 50% 50% 0% 0% 50%




Anexo- 19. Resultado de antibiograma Streptococcus uberis.
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No

PEN. QUINO. TETRA. SULFAS. AMINO. MACRO. | MMR
MUESTRA | PEN | AMC | AMP | ERX cip OXY SXT GEN NEO ERI
0104 R I R S I S R S S R +
0115 S S S S S S S S S S -
%S 50% | 50% | 50% | 100% 50% 50% 50% 100% | 100% 50% 1+
%1 0% | 50% 0% 0% 50% 0% 0% 0% 0% 0%
%R 50% | 0% 50% 0% 0% 50% 50% 0% 0% 50%
Anexo- 20. Resultado de antibiograma Acinetobacter baumanii.
N° PEN. QUINO. TETRA. | SULFAS. AMINO. MACRO. | MMR
MUESTRA | PEN | AMC | AMP ERX Cip OXY SXT GEN | NEO ERI
0307 R - R S S I S S S I -
%S 0% 0% 0% 100% 100% 0% 100% 100% | 100% 0%
%1 0% 0% 0% 0% 0% 100% 0% 0% 0% 100%
%R 130 0% 100% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%




Anexo- 21.
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Porcentaje total de resistencia por género de bacterias aisladas.
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Anexo- 22. Antimicrobianos con mayor resistencia.
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Anexo- 23. Antimicrobianos con mayor sensibilidad.

I

Trimetoprim sulfametoxazol

Ciprofloxacina

Gentamicina

Neomicina

Amox mas clavulanico

i Sensibilidad

Anexo- 24. Familia de antimicrobianos mas resistentes.

Tetraciclinas 48%
Macroélidos 45,40%
Penicilinas 42,00%

H Resistencia
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Anexo- 25. Familia de antimicrobianos més sensibles.

Sulfonamidas

Quinolonas

Aminoglucésidos

u Sensibilidad

Anexo- 26. Perfil de multirresistencia de los microorganismos evaluados en
antibiograma.

37,83%

16,20%
10,80%

Total de microorganismos multirresistentes

H Penicilinas+Macrolidos H Penicilinas+ Tetraciclinas
u Tetraciclinas+ Aminoglucosidos ® Penicilinas+ Tetraciclinas+ Macrolidos
M OTRAS



