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RESUMEN

La mastitis subclinica es una de las principales enfermedades en las vacas productoras de leche y
que genera considerables pérdidas econdmicas. El objetivo del presente estudio fue determinar la
resistencia bacteriana de los agentes causales de mastitis subclinica en vacas, en el distrito de Langui
provincia de Canas — Cusco. Para lo cual, se utilizaron muestras de 220 vacas en produccién de los
cuales 49 dieron positivo a mastitis subclinica (17,38%) , mediante la prueba de California mastitis test
(CMT), los agentes etioldgicos se identificaron segun caracteristicas macroscépicas, microscopicas y
bioquimicas, se hizo la prueba de sensibilidad en la que se utilizaron diferentes antibidticos de uso
frecuente en la zona como, ENRS Enrofloxacina, P10 Penicilina G, S10 Estreptomicina, E5
Eritromicina, CN10 gentamicina, SMX50 sulfametoxazol, AUG30 amoxicilina+ acido clavulanico,
CTX30 cefotaxima y AML30 amoxicilina. En los resultados los agentes etiologicos identificados fueron
Staphylococcus aureus (46.94%), Streptococcus spp (42.86%) y Escherichia coli (10.20%). Asi mismo,
el Staphylococcus aureus demostré una resistencia significativa frente a la penicilina G, cefotaxima y
amoxicilina, el Streptococcus spp demostré también resistencia a cefotaxima y amoxicilina, a
diferencia de la E. coli que presentd sensibilidad a todos los antibidticos utilizados. Por lo tanto, se
concluye que los agentes bacterianos causante de mastitis subclinica son tres y en mayor porcentaje
al Staphylococcus aureus, seguido del Streptococcus spp y Escherichia coli, los cuales son resistentes

a diferentes antibidticos de uso frecuente en la zona.

Palabras clave: Agentes etiologicos, mastitis subclinica, resistencia bacteriana, vacas
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ABSTRACT

Subclinical mastitis is one of the main diseases in dairy cows, causing considerable economic losses.
The objective of this study was to determine the bacterial resistance of the causative agents of
subclinical mastitis in cows in the Langui district of Canas province, Cusco. For which, samples from
220 cows in production were used, of which 49 tested positive for subclinical mastitis (17,38%), using
the California mastitis test (CMT), the etiological agents were identified according to macroscopic,
microscopic and biochemical characteristics, the sensitivity test was performed in which different
antibiotics frequently used in the area were used, such as ENR5 Enrofloxacin, P10 Penicillin G, S10
Streptomycin, ES Erythromycin, CN10 gentamicin, SMX50 sulfamethoxazole, AUG30 amoxicillin +
clavulanic acid, CTX30 cefotaxime and AML30 amoxicillin. In the results, the etiological agents
identified were Staphylococcus aureus (46.94%), Streptococcus spp (42.86%) and Escherichia coli
(10.20%). Likewise, Staphylococcus aureus demonstrated significant resistance to penicillin G,
cefotaxime, and amoxicillin, while Streptococcus spp. also demonstrated resistance to cefotaxime and
amoxicillin, unlike E. coli, which was sensitive to all the antibiotics used. Therefore, it is concluded that
there are three bacterial agents causing subclinical mastitis, with the highest percentage being
Staphylococcus aureus, followed by Streptococcus spp. and Escherichia coli, which are resistant to

various antibiotics commonly used in the area.

Key words: Etiological agents, subclinical mastitis, bacterial resistance, cows
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| INTRODUCCION

La crianza de vacunos tiene por finalidad la produccién de carne y principalmente la leche,
siendo la leche uno de los alimentos necesarios sobre todo para nifios y jovenes por sus altos
contenidos de grasa, proteinas, vitaminas y minerales, asi mismo, es la materia prima principal para
la elaboracién de derivados lacteos como la mantequilla, el queso y el yogurt, sin embargo, la calidad
nutritiva de la leche depende mucho de las buenas practicas de manejo y ordefio de las vacas
productoras de leche (Ortiz y Olivera, 2014). Los productos lacteos en los ultimos anos, son
ampliamente consumidos formando parte del estilo de vida diaria de las personas (Ortiz et al., 2017).
Para tener calidad nutritiva de la leche es importante cuidar y promover la buena salud del sistema

mamario de las vacas productoras de leche (Brousett-Minaya et al., 2015).

Contrariamente a lo que exige la (Norma técnica peruana 2016), las alteraciones patolégicas e
inflamatorias a nivel de la glandula mamaria tienden a afectar la calidad sanitaria y nutritiva de la leche,
y estos a su vez son de presentacion frecuente en los hatos lecheros a nivel mundial (Bedolla et
al., 2020). Por lo que, la mastitis hace referencia a la inflamacion de la glandula mamaria que puede
ser producido por patdogenos contagiosos y ambientales, en menor frecuencia es iniciado por un
proceso traumatico que sufren las vacas a nivel de las glandulas mamaria (Bolafios et al., 2012) y
llega a determinar que la mastitis subclinica es producida por un manejo del vacuno y control sanitario

deficiente (Bolafios et al., 2012).

Por lo tanto, la mastitis subclinica tiene un impacto significativo sobre las propiedades
fisicoquimicas de la leche, disminuyendo su densidad (1.0258 g/mL), solidos no grasos (8.14%),
lactosa (4.48%), sales (0.68%) y proteina (2.97%), y aumentando el punto de congelacién (-0.532°),

pH (7.36) y grasas (5.98%) (Vargas, G. 2024).
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Sabiendo que la mastitis subclinica es de presentacion constante se tiene pruebas diagndsticas
como la prueba de california para mastitis test (CMT) que es una prueba de diagndstico de mastitis en
bovinos, es una prueba rapida y sencilla que se realiza en el campo, permitiendo identificar la
presencia de mastitis subclinica en cada cuarto de la ubre de una vaca, funciona agregando un
reactivo a la leche, que causa la liberacion del ADN de los leucocitos presentes en la ubre y a la mezcla
se presenta como un compuesto gelatinoso el cual indica el grado de mastitis presente en el cuarto

de la ubre (Escobedo et al., 2021).

Para el tratamiento de la mastitis se utilizan con frecuencia antibidticos B-lactamicos,
aminoglicosidos y fluoroquinolonas, en la cual la investigacion reporta resistencia de antibidticos de
vacas con mastitis causada por Staphylococcus aureus las cuales presentan resistencia al tratamiento
con penicilina G en mayor porcentaje (Quispe et al., 2020). Esta resistencia podria deberse al ingreso
incompleto del antibidtico a través de la glandula mamaria y a la sobrevivencia de las bacterias en el
interior de las células, asi mismo, se reportaron mayor resistencia a penicilina, cefalosporinas y
tetraciclinas (Villanueva y Siever, 2017), también se reportaron casos de mastitis por Staphylococcus

aureus resistentes a eritromicina y gentamicina (Quispe et al., 2020).

El presente trabajo de tesis se realizé viendo la necesidad de identificar a los microorganismos
causantes de mastitis subclinica en el distrito de Langui — Canas - Cusco, asi como determinar la
susceptibilidad que poseen frente a varios antibiéticos de uso frecuente en la zona. Estos datos seran
de gran utilidad como base cientifica para implementar programas de control y prevencién de mastitis
subclinica y asi evitar contribuir con el incremento de la resistencia antimicrobiana y sobre todo evitar

pérdidas econdmicas a todos productores de leche de toda la zona local.
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. PROBLEMA OBJETO DE LA INVESTIGACION

La mastitis bovina y principalmente la mastitis subclinica es una de las enfermedades de
presentacion muy frecuente y muchas veces no es diagnosticada correctamente debido a su desarrollo
imperceptible, causando asi considerables pérdidas econdmicas en la produccion de leche. La variada
etiologia bacteriana genera la necesidad de realizar pruebas diagnosticas de laboratorio para su
identificacion de manera previa al tratamiento (Ashraf y Imran, 2018). Adicionalmente, en los ultimos
anos se viene teniendo varios reportes sobre la resistencia bacteriana a los farmacos antimicrobianos
de uso frecuente, esto debido al uso indiscriminado de estos farmacos y muchas veces a dosis por
debajo de su concentracion inhibitoria minima (Quispe et al., 2020), esto genera la necesidad de
realizar pruebas de resistencia hacia los antibiéticos de uso comun con la finalidad de elegir de manera

mas eficiente el antibidtico a utilizar para el tratamiento de la mastitis subclinica.

Se reportaron alrededor de 135 patdgenos que tienen el potencial de causar la mastitis, sin
embargo, solamente un limitado grupo de microorganismos contagiosos y ambientales llegan a causar
el 85 % de todas las mastitis y el restante 15 % de casos es producido por hongos, algas, etc. (Celis,

2017).

Uno de los problemas para el diagndstico y tratamiento de las vacas es la identificacidn del tipo
de mastitis, ya que Esta enfermedad tiene un origen infeccioso y no infeccioso, destacandose su
etiologia bacteriana, presenta un curso clinico y subclinico, la mala calidad del agua, las lactancias
por periodos largos y el estrés constituyen factores de riesgo para su presentacién (Valdivia et al.,

2023).

En otro reporte se destaca la importancia de la elevada coinfeccion de Mycoplasma spp y S.
aureus por su repercusion potencial en el comportamiento clinico-epidemiologico de la mastitis bovina

(Ramirez et al.,2023). Por lo tanto, es necesario realizar estudios epidemioldgicos y paralelamente
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generar nuevas alternativas de tratamiento e implementar programas de control y prevencion previo
estudio de susceptibilidad del o los microorganismos causantes de mastitis en vacas lecheras; asi

mismo, se deberia hacer estudios epidemiologicos paralelos.

Il. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar la resistencia bacteriana de los agentes causales de mastitis subclinica en vacas,

en el distrito de Langui, provincia de Canas — Cusco.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar los agentes causales de mastitis subclinica en vacas del distrito de Langui.

Analizar la resistencia de los agentes causales de mastitis subclinica en vacas del distrito de

Langui.
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IV.  JUSTIFICACION

Teniendo en cuenta que la mastitis subclinica es una enfermedad que puede ocasionar una
serie de problemas graves tales como la disminucién de la produccion y la baja calidad de leche, y
que esto genera el aumento de los costos de tratamiento, ya que esta presentacion de mastitis
subclinica es la mas persistente en el ganado lechero por que no se da de manera visible, y el mal
diagndstico, asi como el uso incorrecto de los antibidticos viene a promover la resistencia bacteriana

hacia los farmacos utilizados para el tratamiento de la mastitis subclinica (Ashraf y Imran, 2018).

La determinacion de resistencia bacteriana en mastitis subclinica nos facilitara, brindar un buen
tratamiento ya que la mastitis es una enfermedad bacteriana comun en las explotaciones lecheras, si
bien se dispone de conocimientos sobre la mastitis y su manejo y tratamiento 6ptimos, algunos
productores lecheros aun utilizan antibiéticos de forma inapropiada, el uso de antibidticos por parte de
los productores puede verse influenciado por restricciones y motivaciones personales, pero cabe

suponer que también influyen factores externos (Poizat et al., 2017).

La cuenca lechera del distrito de Langui — Canas — Cusco posee un total de 1054 vacunos
segun la encuesta municipal 2020, entre ellas vacas productoras de leche que por lo general son
ordefiadas manualmente y en donde ademas no se tiene implementado ningun programa de control y
prevencion de enfermedades, es necesario poder identificar los agentes etiolégicos causante de las
enfermedades mas preponderantes y en este caso especifico de la mastitis subclinica, para luego
analizar su grado de resistencia frente a diversos farmacos de uso habitual en la zona. Los resultados
del presente trabajo de tesis podran ser utilizados como un estudio base para conocer los agentes
etiologicos de presentacion frecuente y el estado actual de la resistencia hacia farmacos de uso
frecuente, conociendo estos datos se podra dar la debida importancia a la mastitis subclinica bovina
y asi dar sustento a la implementacion de programas de control y prevencién de esta enfermedad en

el distrito de Langui, con la finalidad de evitar pérdidas econdmicas en los criadores de vacas
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productoras de leche y asi también poder fomentar el uso y dosificacion correcta de los antibiéticos y
evitar el uso indiscriminado de estos mismos, para asi poder frenar los problemas graves de
resistencia a antibioticos utilizados para mastitis subclinica. Los cuales tienen repercusion en la salud

animal y salud humana, de esta manera también asegurar la calidad sanitaria de la leche para el

consumidor.
V. HIPOTESIS
HIPOTESIS GENERAL

Existen agentes causantes de mastitis subclinica y que estos logren tener resistencia a

farmacos de uso frecuente en vacas productoras de leche del distrito de Langui.

HIPOTESIS ESPECIFICAS

Podria existir agentes bacterianos que causen mastitis subclinica en vacas productoras de

leche del distrito de Langui.

Podria haber algun desarrollo de resistencia de los agentes bacterianos a farmacos de uso

frecuente en vacas productoras de leche del distrito de Langui.
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VI. REVISION BIBLIOGRAFICA

6.1 ANTECEDENTES

6.1.1 Agentes causales de la mastitis subclinica

Un estudio realizado en Trujillo, utilizando 35 vacas productoras de leche demuestra que E.
coli, Klebsiella sp. y Staphylococcus aureus fueron los agentes etiolégicos mas frecuentes (Rodriguez

y Mufioz, 2017).

El estudio realizado en el departamento de Chiquimula — Guatemala, en el cual se diagnosticé
965 vacas mediante la prueba de california mastitis test (CMT). Se identific6 con mayor frecuencia los

agentes etioldgicos como Staphylococcus, Streptococcus y Enterobacterias (Celis, 2017).

Se realizd un estudio, en la cual se diagnosticd mastitis subclinica en 220 vacas productoras
en 42 fincas ganaderas de leche mediante la prueba de california mastitis test (CMT) en la comunidad
de Paquiestancia cantén de Cayambe — Ecuador, se reporté como agentes etiolégicos mas frecuentes
al Staphylococcus intermedius, Staphylococcus aureus, Streptococcus dysgalactiae, Staphylococcus

epidermis, Escherichia coli, Micrococcus y Corynebacterium (Bonifaz y Colango, 2016).

Otro estudio realizado en Lurin — Lima, Se evaluaron 586 vacas Holstein sin cuadros de mastitis
clinica durante la estacion de verano, Este estudio reportd la presencia de Streptococcus
agalactiae (9.1%), Staphylococcus aureus (7.8%) y Escherichia coli (6.2%) en muestras de leche de

vacas diagnosticadas con mastitis subclinica mediante CMT (Miranda y Morales-Cauti 2022).

El estudio realizado en 386 vacas en produccién en el canton Montufar, provincia del Carchi,

en Ecuador; con el objetivo de determinar la prevalencia, agentes causales y factores de riesgo

18



asociados a la mastitis bovina se utilizé la prueba de California Mastitis Test (CMT). En el cual se
identificd patdogenos como el Staphylococcus aureus, Enterobacterias y E. coli; sin embargo, no se

logré determinar la presencia de Mohos y Levaduras (Ormaza y Rueda, 2021).

6.1.2 Resistencia a farmacos de los agentes etioldgicos de la mastitis subclinica.

Se hizo un estudio que tuvo como objetivo evaluar la incidencia de mastitis bovina subclinica
mediante la prueba de California Mastitis Test (CMT) en la hacienda Tasinteo-Pillaro. Para lo cual se
realizé identificacion de agentes etioldgicos y antibiograma, realizado en 34 vacas en produccién en
el cual se determind una mayor frecuencia de presentaciéon de la E.Coli y el Staphyloccus spp, los
cuales fueron sensibles a la cefalexina, medianamente sensible al cefadroxil y completamente

resistente al rifampin (Velez, 2022).

La investigacion realizada en 36 vacas en Popayan — Colombia, el cual tuvo como objetivo
caracterizar los patdégenos causantes de mastitis bovina, clinica y subclinica por medio de pruebas
especializadas en dos fincas de distintas condiciones climaticas se tuvo como resultado que los
patdogenos predominantes fueron, Staphylococcus aureus y con menor presentacion: E. coli,
Citrobacter diversus y Klebisella oxytoca. Y que los microorganismos de la finca 1 presentan mayor
resistencia a la cefalexina, amikacina, penicilina, ampicilina y amoxacilina + acido clavulanico, mientras
que los animales de la finca 2 presentan mayor resistencia a la amikacina y en menor medida a la

ampicilina y amoxacilina + acido clavulanico (Realpe, 2022).

Un estudio realizado en Lurin — Lima, evaluando unas 586 vacas en produccion se logro
identificar a la Klebsiella oxytoca, Enterobacter cloacae, y Streptococcus agalactiae como patégenos
frecuentes causantes de la mastitis subclinica, adicionalmente, se reporta que la Klebisella oxytoca es
resistente a Penicilina, Cefalotina, Amikacina, Estreptomicina, Tetraciclina, Gentamicina, Cefalexina y

Enrofloxacina, el Enterobacter cloacae fue resistente a Penicilina, Amikacina, Estreptomicina,
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Tetraciclina, Gentamicina, Cefalexina y Enrofloxacina, y para el Streptococcus agalactiae se reportd
resistencia a la Penicilina, Cefalotina, Estreptomicina, Gentamicina, Cefalexina y Enrofloxacina

(Miranda y Morales 2022).

El Staphylococcus spp, es uno de los patdgenos mas importantes causantes de mastitis
subclinica bovina. Un estudio tomo como objetivo identificar fenotipicamente aislamientos de
Staphylococcus spp, obtenidos de leche bovina y ver la resistencia a antibiéticos por la técnica Kirby
Bauer, Para la cual se clasificaron en 101 cepas mediante pruebas fenotipicas. En la cual se determindo
que un total 65 cepas son de Staphylococcus aureus y que estas presentan resistencias a la
eritromicina, tetraciclina, clindamicina, una resistencia intermedia a kanamicina, una baja resistencia

a la cefotaxima y una muy baja resistencia sulfametoxazol y trimetoprima (Jiménez et al., 2020).

Otro estudio realizado en Huamanga — Ayacucho en 94 vacas en produccion, Con el objetivo
de evaluar la resistencia antimicrobiana de Staphylococcus aureus y Streptococcus agalactiae
causantes de la mastitis bovina. Se realiz6 el aislamiento, identificacion y el antibiograma de las
bacterias en estudio para determinar la resistencia frente a cinco antibiéticos. Las muestras fueron
recolectadas en el fundo Allpachaca de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga
utilizando la prueba de California Mastitis Test (CMT), demostraron que el Staphylococcus agalactiae
presenta resistencia frente a Penicilina, Cefalexina y Sulfatrimetropima, contrariamente fueron
sensibles a la Tetraciclina y amoxicilina + acido clavulanico, por otro lado, el Staphylococcus aureus
resulto ser resistente a la penicilina, amoxicilina + acido clavulanico y contrariamente fueron sensibles

a Cefalexina, Tetraciclina y Sulfatrimetoprima (Quispe et al., 2020).

Se hizo un estudio en dos lecherias en el municipio de Caluco, Sonsonate, El Salvador, en 120
vacas productoras. Con el objetivo de determinar la eficacia de tres marcas de selladores de pezdn
sobre la incidencia de mastitis subclinica bovina mediante la prueba de california para el diagndstico

de mastitis (CMT). Se identificé al Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus y E. coli como los
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patdogenos de presentacion frecuente; asi mismo, estas bacterias demostraron ser fuertemente
resistente a la Penicilina G, a la Ampicilina y a farmacos de la familia de los aminoglucésidos,

betalactamicos y quinolonas (Inestroza et al., 2020).

Otro estudio realizado en 586 vacas productoras de leche de 4 establos lecheros de Lurin se
logré determinar que el Streptococcus agalactiae presenta resistencia a la penicilina, a la cefalotina, a
la estreptomicina y a la tetraciclina, asi mismo, la Klebsiella oxytoca presenta resistencia a la penicilina,
a la cefalotina, a la amikacina, a la estreptomicina, a la tetraciclina, a la gentamicina a la cefalexina y
a la enrofloxacina, finalmente, el Enterobacter cloacae presenta resistencia total a la Penicilina,
resistencias parciales a la cefalotina, a la tetraciclina, a la gentamicina, a la cefalexina y a la

enrofloxacina (Miranda, 2018).

Se determind la frecuencia y susceptibilidad antimicrobiana de bacterias causantes de mastitis
en bovinos de un establo del distrito de Conache, Trujillo, Peru; de 35 vacas en produccién, el estudio
menciona que E. coli presentd una susceptibilidad intermedia a Oxaciclina y Rifampicina y el
Staphylococcus aureus presento resistencia a Ampicilina y susceptibilidad intermedia a Clindamicina

y Eritromicina (Rodriguez y Mufioz, 2017).

El proyecto de estudio realizado en 139 vacas en produccién en Lurin, el cual tuvo como
objetivo determinar la resistencia a antibiéticos que desarrollan los agentes bacterianos. se logro
identificar como agentes etiolégicos mas frecuentes al Staphylococcus aureus, Streptococcus
agalactiae, Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, Bacillus sp, Bacillus subtilis y Criobacter
freundii, adicionalmente se reportd que el Staphylococcus aureus presentaba resistencia frente a la
Penicilina y el Streptococcus agalactiae presentd resistencia frente a Cefalexina, Penicilina y

Cefalotina (Villanueva y Siever, 2017).
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El estudio realizado menciona que los agentes etioldgicos como Staphylococcus intermedius,
Staphylococcus aureus, Streptococcus dysgalactiae, Staphylococcus epidermis, Escherichia coli cepa
1, Micrococcus y Corynebacterium vienen desarrollando resistencia a estreptomicina, amoxicilina,

cefalexina, tetraciclina y gentamicina (Bonifaz y Colango, 2016).

Se realiz6 un estudio en 670 vacas en produccion en la que se determin6 los agentes
bacterianos y el perfil de resistencia en la mastitis subclinica de vacas que abastecen los 8 centros de
acopio del municipio del Sauce y Tecuaname La Paz centro (Ledn). Y se diagnosticé mediante la
prueba de mastitis de california (CMT). En la cual identifico al Staphylococcus aureus, Klebsiella sp,
Staphylococcus coagulasa negativo, E. coli y Streptococcus spp como los principales agentes
patdogenos causantes de la mastitis subclinica, adicionalmente, se observé que los antibiéticos mas
efectivos para este grupo de bacterias fue la enrofloxacina, seguido de la Ciprofloxacina y la

gentamicina (Chavarria y Meléndez, 2012).
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Vi MARCO TEORICO

7.1 Produccién de leche

La leche, es un alimento imprescindible para el desarrollo y el crecimiento de los terneros, la
primera etapa de vida es fundamental, para el bienestar, el rendimiento y la productividad a lo largo
de la vida (Costa et al.,, 2016). La leche es una emulsibn de grasa en agua que contiene
aproximadamente 87% de agua, 4% de lactosa, 3.5% de proteinas y 4% de grasa y esta compuesta
de gldébulos grasos suspendidos en una fase acuosa que también contiene lactosa, sales minerales,
proteinas y vitaminas, por tanto, las principales proteinas son las caseinas que forman micelas
coloidales en la leche (Gamboa, 2023). Las caracteristicas fisico — quimicas y composicion de la leche
de vaca varian debido a varios factores como la raza, estado de salud, época de lactacién y la

alimentacioén (Alvarado, 2012).

7.2 Anatomiay fisiologia de la glandula mamaria

Anatémicamente la glandula mamaria, se divide en dos secciones internas muy evidentes
(derecha e izquierda), separadas por el ligamento suspensorio medio, que provee el soporte primario
de la ubre. Dicho ligamento es elastico y esta adherido a la pared abdominal, estas dos secciones
estan divididas por una fina membrana, convirtiéndola en cuarto delantero y cuarto trasero, ademas,
la glandula mamaria posee también otras estructuras de soporte como la piel, que la protege del
ambiente exterior y evita que se balancee excesivamente de lado a lado; los ligamentos suspensorios
laterales, que se adhieren a la pelvis y no son elasticos, y finalmente la lamellae septa, que son bandas
de tejido conectivo, que van entre el ligamento suspensorio medio y los laterales (Experiencia
veterinaria, 2020). Los cuartos delanteros se encuentran separados de los cuartos traseros por un
septo de tejido conectivo poco aparente y contrariamente los cuartos derechos e izquierdos se

encuentran separados de forma clara por el ligamento suspensorio medio (Boeris et al., 2016). Segun

23


https://www.journalofdairyscience.org/article/S0022-0302%2823%2900377-6/fulltext?utm_source=chatgpt.com

la capacidad de produccion de leche, los cuartos traseros se encuentran mas desarrollados y producen
el 60 % de total de la leche y los cuartos delanteros relativamente poco desarrollados llegan a producir

el 40 % de la leche total (Wattiaux, 1998).

Figura 1.Sistema de soporte de la ubre de la vaca.

Adaptado de Wattiwx, M. (1998) Instituto Babcock para la investigacion y desarrollo

internacional de la industria lechera. Universidad de Wisconsin-Madison, USA.

Cada uno de los cuartos mamarios finalizan en un pezon que tiene una longitud entre 7 y 8 cm,
compuestas por un plexo venoso y ramas nerviosas que facilitan su funcion, la pared de los pezones
posee cuatro capas que son la epidermis constituida de una capa de células muertas queratinizadas,
seguido de la dermis que posee vasos sanguineos y estructuras nerviosas, se continua con fibras
musculares dispuestas longitudinal, oblicua y transversalmente, y el endotelio que recubre los vasos

sanguineos (Boeris et al., 2016).
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El pezdn posee una cisterna que tiene continuidad con la cisterna de la glandula mamaria, esta
cisterna glandular posee capacidad entre 40 a 100 gramos, cada una de las cisterna se continua con
10 a 12 conductos mayores que se ramifican hasta alcanzar de manera progresiva los lobulos
secretores que contienen lobulillos y estos a su vez se encuentran conformados por 150 a 220
alvéolos, que vienen a ser las unidades funcionales ya que se encuentran tapizados por células

epiteliales con funcién secretora de leche (Boeris et al., 2016).

Figura 2. Los alvéolos y conductos que forman el sistema secretor de leche.

Adaptado de Wattiwx, M. (1998) Instituto Babcock para la investigacion y desarrollo

internacional de la industria lechera. Universidad de Wisconsin-Madison, USA.

La glandula mamaria esta formada por una red ramificada de conductos que terminan en los
alvéolos, Una mayor ramificacion de estos conductos constituye los l6bulos que estan formados por
los alvéolos, la capa mas interna de los alvéolos esta formada por células epiteliales que se diferencian
y secretan leche después del nacimiento (Macias y Hinck, 2012). La glandula mamaria esta formada

por dos estructuras principales: el parénquima o tejido glandular (secretor) y el estroma, y el tejido
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secretor esta formado por los alvéolos, cuya pared esta recubierta por un epitelio secretor simple de
células cubicas llamadas lactocitos, situados sobre una membrana basal y rodeados por un sistema
capilar arteriovenoso y células mioepiteliales, formando la capa externa de la glandula, y una pequefa

poblacién de células madre (Olmos-Hernandez et al., 2020).

7.3 La mastitis bovina

La mastitis produce inflamacion de los cuartos mamarios, algunas vacas presentan dolor al
tacto y la leche se encuentra visiblemente alterada por coagulos, descamaciones y a veces sangre.
Con lo que se concluye, que las alteraciones que sufre la leche cuando la vaca presenta mastitis,
existe descenso del contenido nutricional, de proteina (3,12%) materia grasa (3.77%) contenido de
lactosa (4.14%), inclusive puede perderse la produccion cuando se entrega a empresas que tienen
mayores exigencias de calidad (Valle-Sanchez et al., 2022). Asi mismo, la leche producida por vacas
con mastitis subclinica tiene una menor cantidad de caseina, solidos totales, proteina y grasas en
comparaciéon a la leche de las vacas sin mastitis subclinica, esto también puede llegar a afectar
negativamente en la alimentacion de los terneros, a la alimentacién de los humanos que pueden llegar

a consumirlo y a la elaboracién de productos lacteos (Boeris et al., 2016).

El dafio tisular a nivel de la glandula mamaria por causas fisicas genera una respuesta
inflamatoria, este cuadro inflamatorio viene a denominarse mastitis (Valle-Sanchez et al., 2022). Sin
embargo, los agentes infecciosos son los de mayor importancia, siendo los de hallazgo frecuente en
las vacas bacterias como el Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus
uberis, Escherichia coli, Pasteurella sp., Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens, Nocardia
asteroides, Mycoplasma bovis, Corynebacterium pyogenes, Pseudomonas sp., Leptospira sp.,
Serratia sp., Klebsiella sp., Fusobacterium sp.; algas, como Prototheca sp.; hongos, como Aspergillus
fumigatus, Trichosporon sp. y Candida sp; ademas de levaduras, como Cryptococcus neoformans,

etc. (Gasque, 2015). La inflamacién de la glandula mamaria generalmente es causada por infecciones
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microbianas, Tanto factores bacterianos como reacciones inmunes del huésped contribuyen a este
proceso, durante la infeccion de la glandula mamaria el dafo tisular puede ser causado por bacterias
y/o sus productos. Ciertas bacterias producen toxinas que destruyen las membranas celulares y dafian
las células epiteliales mamarias bovinas, mientras que otras son capaces de invadir y multiplicarse
dentro de ellas antes de causar la muerte celular. Simultaneamente se produce la ruptura de la barrera
sangre-leche y un influjo en la glandula de células somaticas y neutrdfilos polimorfo nucleares entre
otras. Cuantas mas células inmunes migran, mayor es el dafio del epitelio mamario (De Luca et al.,
2020). La leche en casos de mastitis tendra por tanto células somaticas por encima de las 750,000
células somaticas/mL de leche y normalmente segun lo recomendado por la (Norma Técnica Peruana

2016), este recuento no debe ser mayor a 500,000 células/ml de leche.

Esta enfermedad es una de las causas mas importante de descarte de vacas productoras de
leche, alrededor de 21,5 % vacas con problemas a nivel de la ubre son descartadas anualmente
(Velasquez y Vega, 2012). Asi mismo, la mastitis afecta la eficiencia reproductiva de las vacas,
disminuyendo las tasas de concepcion, incremento de los dias abiertos, aumento del numero de

servicios por concepciéon (Espinoza et al., 2023).

7.4 Clasificacion de la mastitis bovina.

Esta enfermedad infectocontagiosa que segun criterios clinicos posee dos formas clasicas de
presentacion: la mastitis clinica que presenta signos clinicos evidentes que hace que pueda ser
facilmente identificable y contrariamente la mastitis subclinica que no presenta signos clinicos
evidentes y por ende se requiere el uso de pruebas diagndsticas que faciliten su identificacion y
tratamiento oportuno (Espinoza et al., 2023). La mastitis se considera la enfermedad de mayor
importancia econémica y productiva en la cadena de produccion de leche bovina (Alfonso et al., 2020).
Esta afectacion causa pérdidas asociadas a la disminucién del rendimiento y la calidad lechera, el

aumento del numero de tratamientos clinicos a los animales y el desecho temprano de las vacas
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(Bedolla et al., 2020). Otra forma de clasificacion segun criterios de tiempo de duracion de la

enfermedad lo divide en mastitis aguda, subaguda y crénica (Valle, 2022).

Figura 3. Progresion de la infeccion y dafio tisular del parénquima mamario en la mastitis.

Adaptado de Sharma, N., Devi, S., y Bacic, G. (2022). Potential of Stem Cell Therapy to Combat
Mastitis in Dairy Animals. In Stem Cells in Veterinary Science (pp. 63-76). Singapore: Springer Nature

Singapore (Sharma y Bacic, 2022).

7.4.1 Mastitis subclinica.

Viene a ser uno de los mayores problemas silenciosos que producen altos niveles de pérdidas
econoOmicas para los criadores de vacas productoras de leche, cambiando el aspecto y la composicion
fisicoquimica de la leche (Brousett-Minaya et al., 2015). La leche producida se ve afectada por la
disminucién en el volumen de leche, deterioro de su composicion y la presencia de trazas de
antibidticos (Shoaib et al., 2021). Los principales factores de riesgo relacionado a los vacunos vienen
a ser la raza, la edad, el parto, la lactancia, el periodo seco, lesiones previas en los pezones y la

resistencia genética; los factores relacionados a los patégenos son los factores de virulencia y el
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numero de microorganismos en la infeccion; finalmente, los factores relacionados al manejo se tiene
en la higiene de los pezones, el estado de los cobertizos, la higiene ambiental, el tamario del rebafo,
técnicas de ordeno, uso de instrumentos y/o equipos de ordefio de forma poco higiénica e inadecuada

(Brousett-Minaya et al., 2015).

7.5 Agentes etioldgicos de la mastitis bovina.

Los agentes patdégenos de la mastitis se pueden clasificar en dos grupos definidos: los
patdogenos contagiosos que se transmiten de vacas con mastitis a vacas sanas mediante malas
practicas de higiene al momento del ordefio (Garcia, 2016), en este grupo de patégenos se encuentran
el Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Mycoplasma spp (Shoaib et al., 2021).
Contrariamente, los patdgenos ambientales provienen principalmente del medio ambiente que rodea
a la vaca como el establo, el suelo, el estiercol, etc. Por lo que es sumamente importante la higiene
de las vacas y del medio ambiente donde viven (Garcia, 2016), en este grupo de patdégenos se
encuentran la Escherichia coli, Klebsiella spp, Enterobacter spp, Citrobacter spp (Shoaib et al., 2021),

Streptococcus uberis y Streptococcus dysgalactiae (Garcia, 2016).

7.5.1 Agentes contagiosos.

A) Staphylococcus aureus

Es una de las principales bacterias que llegan a causar mastitis subclinica en vacas productoras
de leche en todo el mundo (Campos et al., 2022), representando una prevalencia del 43 % al 74 %,
es una bacteria tipo coco, gran positiva, catalasa y coagulasa positiva, no formadora de esporas,
oxidasa negativa, inmovil y anaerobia facultativa (Shoaib et al., 2021). Los Staphylococcus se agrupan
en forma de racimos, producen carotenoides amarillos, el pigmento dorado estafiloxantina es un
importante factor de virulencia (Ayala et al., 2022). De todos los genotipos de S. aureus identificados

a nivel mundial, la CC97 es la que con frecuencia se encuentra en los casos de mastitis subclinica,
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otros genotipos se relacionan mas a infecciones humanas o son poco frecuentes en vacunos (Campos
et al., 2022). Los numerosos factores de virulencia se pueden clasificar en factores no secretores y
secretores (Shoaib et al., 2021). Las adhesinas, que comprenden una familia de proteinas de
superficie ancladas a la pared celular, son las que facilitan el proceso de adhesion y es un paso
importante para la invasion microbiana de la glandula mamaria, asi mismo se dispone de las proteinas
de union a fibronectina (FNBPA y FnBPB), que promueven de igual manera la adhesion e invasion; la
formacion de biopeliculas es otro factor caracteristico del S. aureus y finalmente, la produccion de
toxinas como los superantigenos (SAg) capaces de evadir la funcién inmuno normal, asi mismo, las
enterotoxinas M y H promueven la inflamacién, necrosis y apoptosis de las células epiteliales de la
glandula mamaria, la a-hemolisina que promueve la liberacion del contenido celular y conduce a la
apoptosis celular, la B-hemolisina que hidrolisa la esfingomielina aumenta la permeabilidad de las
células huésped, la 6-hemolisina perturba la membrana celular y la Y-hemolisina solo se presenta en
bajas concentraciones (Campos et al., 2022). La mastitis es un problema poblacional multifactorial,
por lo que es importante realizar un correcto manejo y tener una éptima técnica de ordefio, por lo que,
su control depende de la aplicacidén de un sistema integral de medidas como reducir la tasa de nuevas

infecciones y reducir el tiempo de infeccidn en cada caso de mastitis (Toscano y Burgos, 2025).

B) Streptococcus agalactiae.

El Streptococcus agalactiae es un microorganismo coco gran positivo que infecta la glandula
mamaria, Aislando cepas de S. agalactiae de leche cruda de vacas con mastitis subclinica, la
prevalencia varia por rebafo, la tasa total de infeccion es 11,1%, a 16,5% (Sztachanska et al., 2016 ).
Las pérdidas econdmicas asociadas a la MSC incluyen la reduccion en la produccion y calidad de la
leche, asi como el aumento en el recuento de células somaticas (RCS), estos factores afectan
directamente la rentabilidad de las explotaciones lecheras (Medrano-Galarza et al., 2021). Una vez
que Strep. agalactiae coloniza la glandula mamaria bovina, obtiene fuentes de nutrientes de la leche
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para su proliferacién y causa efectos daninos a largo plazo. Por lo tanto, la capacidad metabdlica y la
capacidad de adhesion, invasion y evasion inmunitaria de Strep. agalactiae podrian desempefiar un

papel crucial en la mastitis bovina (Liu et al., 2024).

7.5.2 Agentes ambientales.

A) Escherichia coli

Escherichia coli es una de las bacterias ambientales que frecuentemente se ha visto implicada
en infecciones de la glandula mamaria bovina, se ha observado que son bacterias formadoras de
biopeliculas ya que se asocian con infecciones persistentes, son bacterias moviles que causan
patogenicidad, estas son muy diversas y pertenecen principalmente al grupo filogenético A (Cruz-Soto

et al., 2020).

La E. coli presenta cepas hemoliticas y las colonias en agar MacConkey son de color rosado,

indicando fermentacion de lactosa (Dash et al., 2024).

B) Streptococcus dysgalactiae

El S. dysgalactiae posee resistencia a multiples antimicrobianos y factores de virulencia, lo que
complica su control en el ambiente (Zhang, X., et al 2021). Puede aislarse de sitios como amigdalas,
boca y tracto genital de bovinos, sugiriendo su rol en la transmision ambiental de la mastitis (European

Food Safety Authority EFSA 2021).

Los estreptococos forman colonias muy pequefias de bordes regulares, convexas,
transparentes u opacas, de 0,5-2 mm de diametro. Son inmdéviles, no formadores de esporas,
grampositivos, capsulares en algunas especies y hemoliticos en muchas especies. Estan agrupados

en pares o cadenas y presentan catalasa negativa (Stanchi, 2007).
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Streptococcus dysgalactiae subespecie Equisimilis:

El Streptococcus dysgalactiae subsp. Equisimilis es una bacteria del genero Streptococcus, de
la familia Streptococcaceae, es grampositiva, b-hemolitica, catalasa negativa, anaerobio facultativo,
caracterizada por expresar en su pared el grupo C y G de antigenos de lancefield y forma colonias
grandes > 0,5 mm de diametro (Vieira et al., 1998). Este microorganismo es un patégeno comun de
animales domeésticos, principalmente de bovinos y equinos, en los que causa mastitis, poliartitris e
infeccion a nivel del tracto respiratorio, esta bacteria es un constituyente de la microbiota de las
mucosas oral, intestinal y vaginal y en ocasiones es capaz de evitar los mecanismos de defensa del
hospedador e invadir los tejidos causando infecciones de la piel, respiratorias y tejidos blandos. La
transmision de este microorganismo se produce a través de la exposicidon o contacto directo con

animales infectados (Riffon et al., 2001).

C) Staphylococcus coagulasa negativos

Pueden vivir tanto al aire libre como sobre ubres infectadas, se les llama oportunistas de la flora
cutanea del pezon, pelaje y fosas nasales. En este grupo de bacterias se incluye mas de 50 especies
y también subespecies. Las bacterias mas comunes aisladas de mastitis bovina son: Staphylococcus
choromogenes, Staphylococcus epidermitis, Staphylococcus hyicus y Staphylococcus simulans

(Bonetto, 2014).

D) Streptococcus uberis

El Streptococcus uberis (S. uberis), se considera uno de los principales patdégenos causantes
de mastitis en muchos paises del mundo, lo que ocasiona importantes pérdidas econdmicas a los
ganaderos. Si bien la implementacion de estrategias de control de la mastitis ha sido eficaz para
reducir la prevalencia de patégenos contagiosos en hatos lecheros bien gestionados, S. uberis sigue

siendo responsable de una proporcion significativa de mastitis clinicas, y principalmente subclinicas,
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aunque la patogénesis y los factores de virulencia requeridos para el desarrollo de la infeccién
intramamaria aun no estan bien establecidos, se han descrito varios genes putativos asociados a la

virulencia (Vezina et al., 2021).

Utilizando medios selectivos y pruebas bioquimicas para S. uberis en casos clinicos de mastitis
bovina, la cual se caracterizaron como cocos Gram positivos que formaban cadenas (Barker, J. C., et

al. 2019).

El Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae y Streptococcus uberis, son los
microorganismos mas comunes responsable de la mastitis bovina que dan con una secuencia global
variable entre Streptococcus Spp (Kabelitz et al., 2021). El S. agalactiae se considera como alto
patdgeno de casos de mastitis; sin embargo, debido a su naturaleza contagiosa, la incidencia de S.
agalactiae, mediante un buen plan de higiene, se ve una baja considerable de tasa de contagio (Beni¢
et al., 2018). Y como resultado, la prevalencia de patégenos de mastitis ambiental como S. uberis han
aumentado notablemente (Kabelitz et al., 2021). Sin embargo, la prevalencia de estos
microorganismos fue variable esto segun su ubicacion geografica (Kabelitz et al., 2021). En
Bangladesh, la informacién sobre Streptococcus spp y su susceptibilidad a los antibiéticos en la

mastitis es minima (Hassan et al., 2023).

7.6 Tincién Gram:

La tincion de Gram es una de las técnicas mas importantes y utilizadas en microbiologia para
clasificar y diferenciar especies bacterianas. Mediante la tincion de Gram, los cientificos pueden
clasificar de forma rapida y eficiente las bacterias en dos grandes grupos: grampositivas vy
gramnegativas, segun la composicion de su pared celular. Esta clasificacion no solo facilita la

identificacion bacteriana, sino que también influye en la determinacion del tratamiento adecuado para
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las infecciones bacterianas. La tincidn de Gram se basa en las diferencias estructurales entre las
paredes celulares de las bacterias. La pared celular es una parte esencial de la célula bacteriana, ya
que proporciona integridad estructural y proteccién. Sin embargo, el grosor y la composicion de la
pared celular varian significativamente entre las diferentes especies bacterianas. Las bacterias
grampositivas tienen una gruesa capa de peptidoglicano, mientras que las gramnegativas poseen una
delgada capa de peptidoglicano rodeada por una membrana externa. La tincién de Gram implica una
serie de pasos que diferencian a las bacterias segun como retienen el colorante violeta cristal tras ser

sometidas a diferentes productos quimicos (Gao 2024).

7.7 Diagnostico de la mastitis bovina.

Es preciso realizar un buen procedimiento diagndstico con la finalidad de tener un tratamiento
optimo de la enfermedad, se requiere la realizacion de una técnica de diagndstico rapida, confiable y
econdmica que tenga un mayor alcance y acceso hacia los criadores de vacas productoras de leche.
Un aspecto importante a tener en cuenta es detectar la presencia de mastitis de forma oportuna para
poder revertirlo de manera adecuada, esto se puede lograr realizando la estimacién de las células
somatica en la leche, identificacion de procesos inflamatorios a nivel de la ubre de las vacas,
identificacion de los microorganismos patdgenos y el uso de pruebas moleculares como la reaccion

en cadena de la polimerasa (PCR) y la secuenciacion (Ashraf y Imran, 2018).

Se puede disponer de técnicas de campo como la prueba de mastitis de california (CMT), la P.
Whiteside.mas. titest y Wisconsin m .test; otras que requieren conocimientos previos como el recuento
de células somaticas y finalmente se tiene técnicas de identificacién del agente microbiano mediante
procedimientos laboratoriales como los cultivos bacterianos, la PCR, deteccién de biomarcadores por

protedmica y la secuenciacion de gen 16S bacteriano (Duarte et al., 2015).
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7.7.1 Prueba de California Mastitis Test (CMT).

La prueba de California Mastitis Test (CMT) es un método de diagndstico y de descarte de
mastitis subclinica que se utiliza ampliamente a nivel mundial por su facilidad de manejo, bajo costo,
rapidez y especificidad (Ferronatto et al., 2018). La prueba de CMT estipula la cantidad de células
somaticas en las muestras de leche, a mayor cantidad existe inflamaciéon de la glandula mamaria

(Duarte et al., 2015).

7.7.2 Analisis microbiologico de la leche.

Consiste en la obtencion aséptica de muestras de leche que pueden ser utilizados para realizar
el cultivo bacteriano e identificar las cepas bacterianas causantes de mastitis subclinica mediante
pruebas de laboratorio complementarias como la prueba de hemodlisis, la tincidon Gram y la prueba de

la catalasa (Bedolla et al., 2020).

7.7.3 Medios de Cultivo.

A) Agar sangre

Es un medio de cultivo que se utiliza para promover el crecimiento de varios microorganismos
de importancia clinica tanto Gram positivos, Gram negativos, hongos y levaduras; asi mismo, en este
medio de cultivo se pueden identificar las caracteristicas de hemdlisis que algunos microorganismos
pueden generar, la sangre a utilizarse puede ser de carnero, sangre humana y de caballo (Chavez et

al., 2019).

B) Agar MacConkey

El agar MacConkey en la microbiologia, enfatiza su importancia en la identificacion de bacterias

Gram negativas basandose en la fermentacién de lactosa y la observacién de cambios en el pH, en
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condiciones acidas se tornan de color fucsia, ademas, Se destaca su capacidad para aislar bacterias

Gram negativas y diferenciar entre fermentadores y no fermentadores de lactosa (Tmmedia 2024).

C) Agar EMB

El agar eosina-azul de metileno (EMB) es un medio selectivo para el crecimiento de bacterias
gramnegativas, Como E. coli y A. baumannii. bacterias gramnegativas cultivadas en agar EMB,
utilizado ademas, para diferenciar rapidamente microorganismos fermentadores y no fermentadores
de lactosa y sacarosa, en comparacion a otros medios de cultivo que identifican solo fermentadores o

no fermetadores de lactosa (Yakupogullar et al., 2019).

D) Citrato de Simmons

El agar citrato de Simmons se utiliza para distinguir entre coliformes
como Klebsiella aecrogenes (anteriormente Enterobacter aerogenes) (+ve) que se encuentran
naturalmente en el suelo, y ambientes acuaticos de coliformes fecales como Escherichia coli (-
ve), cuya presencia seria indicativa de contaminacion fecal, lo cual el citrato positivo, indica que el
crecimiento sera visible en la superficie inclinada y el medio adquirira un intenso color azul. Los
carbonatos y bicarbonatos alcalinos producidos como subproductos del catabolismo del citrato elevan
el pH del medio por encima de 7,6, lo que provoca que el azul de bromotimol cambie de su color verde
original a azul, Solo las bacterias que utilizan el citrato como unica fuente de carbono y energia podran
crecer en el medio de citrato Simmons. Por lo tanto, un cultivo de prueba citrato negativo sera
practicamente indistinguible de un cultivo inclinado sin inocular, la E. coli es citrato negativo (Manual

de Procedimientos de Microbiologia Clinica, 2016).
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E) Manitol salado

El Agar de sal de manitol es un medio selectivo y diferencial para el aislamiento de
Staphylococcus aureus, tiene la accion del rojo fenol como indicador de pH y su capacidad para

diferenciar entre estafilococos fermentadores y no fermentadores de manitol (Marjolein, 2020).

7.8 Sensibilidad y Resistencia bacteriana.

La determinacion de la resistencia antimicrobiana esta indicada en los casos en que el
microorganismo causal de la infeccion pertenezca a una especie incapaz de exhibir resistencia a los
antibidticos de uso clinico (Galas y Pastean, 2006). Esta resistencia puede ser natural o intrinseca,
mutacional o adquirida. Asi mismo, los mecanismos de resistencia a los agentes antimicrobianos
abarcan: produccion de enzimas inactivantes, alteraciones en el sitio de accion y modificaciones en el

ingreso o el flujo del antibidtico (Stanchi, 2007).

7.8.1 Método de Kirby—Bauer (Método de difusion).

Inicialmente se debe realizar el cultivo bacteriano en placas de agar Muller-Hinton, para luego
colocar encima los discos de papel filtro impregnados con diversos antibidticos de interés y luego de
una incubacion a 37 °C por 24 — 48 horas se podra verificar los halos alrededor de cada disco de papel
y segun el tamano de la zona de inhibicion del crecimiento bacteriano se podra determinar el grado de
resistencia bacteriana frente a los antibiéticos de prueba (Galas y Pastean, 2006). Dado que no se
puede predecir la susceptibilidad de los agentes, es necesario estudiar la sensibilidad de cada
microorganismo a diferentes farmacos, pudiendo elegir asi el farmaco mas apropiado contra el

patdgeno, el menos téxico para el huésped (Lopez, 2009).

37



El fundamento para la interpretacion de los resultados obtenidos se basa en caracterizar al

microorganismo como:

Sensibles: esto significa que un microorganismo se considera sensible a un antibiético cuando

el mismo responda al tratamiento con dicho farmaco a la dosis recomendada (Lépez, 2009).

Resistentes: este significado nos indica que no es probable que la infeccion causada por el
microorganismo responda al antibidtico en cuestion, asi sea a mayor dosis y la localizacién de la

infeccion (Lépez, 2009).

Medianamente sensibles o de sensibilidad intermedia: Se aplica a dos situaciones. Por un lado,
se incluyen en ella las cepas con sensibilidad disminuida a un antibiético que puede utilizarse con
éxito, para el tratamiento en dosis mas altas, por ser poco téxico o porque se concentra en el foco de

infeccion (Lépez, 2009).

7.9 Tipos de resistencia antimicrobiana.

Resistencia natural: se indica cuando actuan las cepas de una misma especie bacteriana.
también la resistencia natural permite proveer la inactividad de la molécula frente a bacterias

identificadas (Colango, 2013).

Resistencia adquirida: se da cuando las caracteristicas propias de ciertas cepas dentro de una
especie bacteriana naturalmente sensible, el cual genéticamente ha sido modificado por mutacion o
adquisiciéon de genes, son evolutivas, y su frecuencia depende a menudo de la utilizaciéon de los

antibioticos (Colango, 2013).

Resistencia cruzada: se indica cuando se debe a un mismo mecanismo de resistencia. En
general, afecta a varios antibidticos dentro de una misma familia. En ciertos casos, puede afectar a

antibidticos de familias diferentes (Colango, 2013).
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Resistencia asociada: afecta a varios antibiéticos de familias diferentes. En general, se debe a

la asociacion de varios mecanismos de resistencia (Colango, 2013).

7.10 Mecanismo de accidon de los antibi6ticos.

Se indica la actividad de un agente anti infeccioso que esta definida por su espectro
antibacteriano, es decir, el conjunto de microorganismos patégenos que se ven afectados por las
concentraciones del antibiético sin causarle toxicidad. Por lo que la sustancia quimica producida por
un microorganismo, que desarrolla una actividad antimicrobiana. Estas pueden ser: Natural o
biolégico. Se obtiene de cultivos de microorganismos que pueden ser hongos o bacterias,
semisintético. A partir de un nucleo basico de un agente obtenido de forma natural, se modifican
algunas de sus caracteristicas quimicas, para mejorar sus propiedades, por ejemplo, aumentar su
actividad, ampliar su espectro de accién, facilitar su administracion o disminuir los efectos indeseables

(Paredes y Roca, 2004).

7.11 Actividad anti infecciosa de los antibi6ticos.

Bactericidas: Producen la muerte de los microorganismos responsables del proceso infeccioso.
Pertenecen a este grupo los antibidticos B-lactamicos, aminoglucdsidos, rifampicina, vancomicina,

polimixinas, fosfomicina, quinolonas y nitrofurantoinas (Paredes y Roca, 2004).

Bacteriostaticos: Inhiben el crecimiento bacteriano, aunque el microorganismo permanece
viable, de forma que, cuando se suspende el tratamiento, puede volver a recuperarse y multiplicarse.
Pertenecen a este grupo los macrolidos, tetraciclinas, clindamicina y sulfonamidas (Paredes y Roca,

2004).
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7.12 Politica de antibioticos.

Las infecciones causadas por bacterias resistentes se asocian a una mayor morbilidad,
mortalidad y coste del tratamiento que las causadas por bacterias sensibles de la misma especie. El
creciente abuso y/o mal uso de antibiéticos se encuentra entre los principales factores responsables
del aumento de cepas multirresistentes. Por lo que el mecanismo de accion de los antibidticos es
primordial para el desarrollo de estrategias que permitan establecer mecanismos de defensa

bacteriana de forma eficaz y segura (Tang et al., 2023).
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Vil MATERIALES Y METODOS

8.1 Ambito de estudio

La obtencion de muestras de leche y el diagndstico de vacas con mastitis subclinica se realizé
en las comunidades de Chancarani, Radio Urbano y Conde Kjecra del distrito de Langui — Canas —
Cusco, entre los meses de abril a julio del 2023. El distrito de Langui se encuentra a una altura de 3
969 m.s.n.m, Latitud Sur: 14° 25°57" y Longitud W: 71° 16" 22", posee una superficie total de unos

187.1 km? (SENAMHI, 2012).

La identificacion del agente etiolégico, asi como la determinacién del grado de resistencia
antimicrobiana, se realizaron en el Laboratorio de Microbiologia de la Escuela Profesional de Medicina
Veterinaria — Filial Sicuani de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco. La ciudad de
Sicuani se encuentra situado a una altura de 3,548 metros sobre el nivel del mar y con respecto a sus
coordenadas geograficas se encuentra entre los 14°16,23” de latitud sur y los 71°13’37” de longitud
oeste, llegando a presentar climas entre templado y seco frio, con una temperatura que varia desde
1.9 °C y 20.5 °C. Asi mismo, posee una humedad relativa del 60 % y una precipitacion pluvial media

de 650 mm (Gore Cusco, 2020).

8.2 Método de investigacion.

El trabajo realizado es de caracter inferencial, prospectivo e analitico, iniciandose con el

descarte de vacas sanas mediante la prueba de california mastitis test (CMT).

8.3 Disefio de estudio.

El presente trabajo de tesis es de tipo observacional descriptivo de Corte Transversal.
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8.4 Disefo de investigacion.

La presente tesis es no experimental (no se utilizaron grupos experimentales para ver el efecto
de variables independientes sobre las variables dependientes) puesto que se enmarcd en la
identificacion de vacas con mastitis subclinica, seguidamente se identificd los agentes etiolégicos
causantes de mastitis subclinica y finalmente se determiné el grado de resistencia frente a diferentes

antimicrobianos causantes de mastitis subclinica.
8.5 Poblacion y muestra.
8.5.1 Poblacion

La poblacion esta conformada por todas las vacas productoras de leche del distrito de Langui
de las comunidades de Chancarani, Radio urbano y Conde Kjecra con una poblacién total de 1054

vacunos.
8.5.2 Muestra

La investigacion seguira un muestreo de tipo probabilistico aleatorio pues este proporciona la

misma oportunidad de seleccion a cada uno de los elementos de estudio que conforman la poblacion.

Se determind el tamafo de la muestra a considerar, utilizando la férmula de calculo de tamano

muestra para poblaciones finitas de la siguiente manera:

B N+ ZZ*p*q
CdZx(N—1)+ ZZxp=xq

n

N = Tamano de la poblacién: 1,054

Z2 = 1,96 (nivel de confianza del 95%): 1,96
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p = Probabilidad de éxito (50%): 0,50
q = Probabilidad de fracaso (50%): 0,50
d = Nivel de precision (5%): 0,05

(1054)(1,96)2(0,50)(0,50)

™= 0,05)2(1054 — 1) + (1,96)2(0,50)(0,50)

n = 281.71 = 282

8.6  Criterios de seleccion de vacunos.
8.6.1 Criterios de inclusién
v" Vacas en etapa de lactacion (produccion de leche).
v Sin tratamiento algunos al menos 7 dias previos a la toma de muestras de leche.

v" Vacas sin mastitis clinica (aparentemente sanas).

8.6.2 Criterios de exclusion.

v" Vacas que no estén en lactacion.
v" Vacas que estén con tratamiento.

v" Vacas que presenten mastitis clinica.

8.7. Materiales y equipos
8.7.1 Materiales para recoleccién de muestras de mastitis.

v' Papel toalla.

v' Guantes.

v' Bolsas estériles.

v" Frascos de coleccion estériles.

v' Equipo de C.M.T.
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8.7.3

Lapicero.
Ficha de registro.

Ficha de recoleccion de datos.

Materiales para identificar el agente causal.

Bata.

Guantes.

Mechero bunzen.
Laminas porta y cubre objetos.
Chispero.
Microscopio.

Asa de kolle.
Bandeja.

Hisopos estériles.
Agar sangre.

Agar McConkey.
Agar Mueller-Hinton.

Reactivos para coloracion Gram.

Discos de sensibilidad antibidtica.

Tubo de ensayo.

Probeta graduada 100 mL.
Gradilla y canastillas.
Matraz de Erlenmeyer.

Mortero

Medios de Cultivo
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Agar sangre.

Agar McConkey.
Agar Mueller-Hinton.
Agar EMB.

Agar manitol salado.

Agar citrato de Simmons.

Reactivos

Cristal violeta (1 g de cristal violeta en 100 mL de agua destilada).
Lugol (1 g de yodo en 2 gramos de yoduro potasico en 100 mL de agua destilada).
Safranina (1 g de safranina en 100 mL de agua destilada).

Aceite de inmersion.

Equipos
Autoclave.

Estufa.

Materiales para identificar la resistencia.

Agua destilada estéril.

Tubos de ensayo.

Asa de Kolle.

Pipetas.

Mechero bunzen.

Estufa.

Placas petri con medio Mueller-Hinton.

Discos de sensibilidad antibidtica.
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8.8 Metodologia

Se tomd6 muestra a 282 vacas en produccion de las comunidades de Radio urbano, Conde
Kjecra y Chancarani; luego, se procedié a determinar la presencia de mastitis subclinica mediante la

prueba de California mastitis test (CMT).

8.8.1 Diagnostico de vacas con mastitis subclinica

8.8.1.1 Prueba de California Mastitis Test (CMT)

El diagndstico de la mastitis subclinica se realizdé en horas de la manana (primer ordefio del
dia), para lo cual se utilizé la prueba de california mastitis test (CMT) e interpretando los resultados

conforme a las recomendaciones descritas anteriormente (Ferronatto et al., 2018).

Para realizar la prueba de CMT, inicialmente se eliminaron los 3 primeros chorros de leche de
cada cuarto mamario, posteriormente se procedié a tomar una muestra de 2mL de leche por cada
cuarto mamario de forma directa a cada compartimento de la paleta del CMT, luego se agregd 2 mL
de reactivo de CMT a cada compartimento y se procedié a agitarlo de forma circular para
homogenizarlo. Para la lectura de los resultados se siguieron las recomendaciones descritas con
anterioridad (Ferronatto et al., 2018), se consideraron como muestras negativas cuando la mezcla de
leche y reactivo de CMT no formdé geles, muestras consideradas como positivas fueron las que

presentaron formacion de geles en el homogenizado de leche y reactivo CMT.

8.8.2 Identificacion del agente etiolégico

Para la identificacidn del agente etioldgico, primero, se recolectaron 5 mL de muestra de leche
de cada cuarto mamario de vacas que resultados positivos a mastitis subclinica por CMT. Estas
muestras de leche fueron mantenidas y transportados en una terma cooler de forma inmediata hasta

el Laboratorio de Microbiologia de la Escuela Profesional de Medicina Veterinaria — Filial Sicuani de la
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Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco.

8.8.2.1 Preparacién de medios de cultivo bacteriano.

Tabla 1: Cuadro de procedimiento para preparacion de agar y diferenciacion de bacterias.

Agar Suspension | Agua esteril Bacterias a identificar
(g) (mL)
Medio de cultivo Uso
1 | Agar Sangre No selectivo 40g 1000 mL Gram positivos
Gram negativos

2 | Agar MacConkey Selectivo 50¢g 1000 mL Gram Negativo
diferencial

3 | Agar EMB Selectivo 37.46¢g 1000 mL Enterobacterias
Diferencial

4 | Agar Manitol salado Selectivo 111.02g 1000 mL Gram positivos
Diferencial

5 | Agar Citrato de simmons | Selectivo 24.20¢g 1000 mL Enterobacterias
Diferencial

6 | Agar Mueller-Hinton Sensibilidad 38¢g 1000 mL - -

8.8.2.1.1 Agar sangre.

Segun las indicaciones del laboratorio, se tom6 como proporcion de mezcla la cantidad de 40
gramos de agar sangre en 1000 mL de agua destilada. Por lo que para cada muestra se pes6 unos 1
gramo de agar sangre base en polvo y se mezcl6 con 25 mL de agua destilada, la mezcla fue sometida
a 121 °C en autoclave durante 15 minutos aproximadamente o hasta que en agar quede disuelto
completamente, seguidamente se agregd 5% de sangre de cordero para enriquecer el agar cuando
esta enfrié a 45 — 50 °C, luego se vierte a la placa Petri y se deja enfriar en reposo por unos 10 minutos

(hasta que el agar se gelifique), para luego proceder a realizar la siembra de la muestra de leche.
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8.8.2.1.2 Agar MacConkey.

Segun las indicaciones del laboratorio, se tom6 como proporcion de mezcla la cantidad de 50
gramos de agar MacConkey en 1000 mL de agua destilada. Por lo que para cada muestra se pesaron
unos 0.5 gramos de agar MacConkey en polvo y se mezcldé con 10 mL de agua destilada, la mezcla
fue sometida a 121 °C en autoclave durante 30 minutos aproximadamente o hasta que en agar quede
disuelto completamente, luego se vierte a la placa Petri y se dejo enfriar en reposo por unos 10 minutos

(hasta que el agar se gelifique), para luego proceder a realizar la siembra de la muestra de leche.

8.8.3 Identificacion de las caracteristicas macroscopicas de las colonias bacterianas.

Una vez que se obtuvo las colonias bacterianas en las placas de agar, se determinaron
caracteristicas macroscopicas como el tamafio, la forma, los bordes, la elevacion la textura y el color
de las colonias bacterianas, asi mismo, se observé también la hemolisis producida por las colonias

bacterianas.

8.8.4 Identificacion de las caracteristicas microscopicas de las colonias bacterianas.

Se determinaron caracteristicas de la forma individual (cocos y bacilos) y de la forma agrupada

(cadena, racimo) de las bacterias.

8.8.5 Tincion Gram.

Una vez obtenido el crecimiento de las colonias bacterianas en los distintos medios de cultivo
utilizados, se extrajo una muestra de las colonias para realizar la tincién Gram. Inicialmente se realizé
un extendido de la muestra bacteriana en laminas portaobjetos y luego se dejo secar al ambiente y
por flameo (3 veces), luego se agrego cristal violeta, de manera que esto cubri6é todo el extendido
bacteriano y se dejoé reposar por 1 minuto, luego se procedié a enjuagar las laminas con agua

destilada, posteriormente se agregé lugol cubriendo todo el extendido bacteriano y se dejé reposar
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por unos 30 segundos, y de igual manera se volvidé a enjuagar con agua y seguidamente se agrego
alcohol acetona al extendido bacteriano y se dejo reposar por unos 15 segundos, luego se enjuago
nuevamente con agua y finalmente se agregé safranina al extendido bacteriano y se dejo reposar por
1 minuto y se realiz6é un lavado final con agua. Como resultado de la coloracién Gram se obtuvieron
bacteria con una coloracion rosada que corresponderan a bacterias gram negativas, mientras que las

bacterias gram positivas obtuvieron una coloracion morada (Gonzales et al., 2020).

8.8.6 Identificacion de caracteristicas de las pruebas bioquimicas.

8.8.6.1 Prueba de la catalasa.

Para realizar esta prueba se coloc6 una gota de perdéxido de hidrogeno encima de un
portaobjetos y luego se agrego la muestra bacteriana y como resultado se dio la formacion de burbujas.
La catalasa viene a ser una enzima que poseen la mayoria de las bacterias aerobias, esta enzima
descompone el perdxido de hidrogeno en agua y oxigeno. La presencia de burbujas de aire indica la
presencia de una bacteria aerobia y por tanto resulta ser catalasa positiva, caso contrario (no

formacion de burbujas) resulta ser una bacteria catalasa negativa.

8.8.6.2 Agar eosina y azul de metileno (EMB).

Segun las indicaciones del laboratorio, se tomé como proporcion de mezcla la cantidad de 37.46
gramos de agar eosina y azul de metileno (EMB) en 1000 mL de agua destilada. Por lo que para cada
muestra se pesaron unos 0.94 gramos de agar EMB en polvo y se mezclé con 25 ml de agua destilada,
la mezcla fue sometida a 121 °C en autoclave durante 15 minutos hasta que el agar quedo disuelto
completamente, luego se vertio a la placa Petri y se dejo enfriar en reposo por unos 10 minutos (hasta

que el agar se gelifique), y luego se procedié a realizar la siembra de la muestra de leche.
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8.8.6.3 Manitol salado.

Segun las indicaciones del laboratorio, se tomé como proporcién de mezcla la cantidad de
111.02 gramos de agar manitol salado en 1000 mL de agua destilada, por lo que para muestra se
pesaron unos 2.77 gramos de agar manitol salado en polvo y se mezcl6 con 25 mL de agua destilada,
la mezcla fue sometida a 121 °C en autoclave durante 15 minutos hasta que se disolvié el agar
completamente, luego se vertio a la placa Petri y se dejo enfriar en reposo por unos 10 minutos (hasta

que el agar se gelifique), y se procedi6 a realizar la siembra de la muestra de leche.

8.8.6.4 Citrato de Simmons

Segun las indicaciones del laboratorio, se tomé como proporcion de mezcla la cantidad de 24.20
gramos de Agar citrato de Simmons en 1000 mL de agua destilada. Por lo que para cada muestra se
pesaron unos 0.17 gramos de agar citrato de Simmons en polvo y se mezclé con 7 mL de agua
destilada, la mezcla fue sometida a 121 °C en autoclave durante 15 minutos, esto hasta que le agar
quedo disuelto de forma completa, luego se vertidé a Los tubos de ensayo y se dejo enfriar en reposo
por unos 10 minutos (hasta que el agar se gelifique), y se procedié a realizar la siembra de la muestra

de leche.

8.8.7 Determinacion del grado de resistencia antimicrobiana.

Para poder determinar el grado de resistencia bacteriana de los diferentes agentes etiolégicos
de la mastitis subclinica, en este trabajo de tesis se utiliz6 agar Mueller-Hinton. Los Antibidticos se
selecciond a base de la utilizacion de estos antibibticos por los productores de la zona para mastitis y
otras enfermedades, por tanto, se utilizé los diferentes discos de sensibilidad como la amoxicilina
(AML), Amoxicilina + acido clavulanico (AUG), penicilina G (P), gentamicina (CN), cefotaxima (CTX),

eritromicina (E), enrofloxacina (ENR), sulfametoxazol (SMX) y S10 Estreptomicina.
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8.8.7.1 Antibiograma para agentes etiolégicos de la mastitis subclinica.

Se preparé el agar Mueller—Hinton, para lo cual, se pesaron unos 0.25 gramos de agar Mueller—
Hinton en polvo y se mezclé con 10 mL de agua destilada, la mezcla se calentd hasta su punto de
ebullicion hasta que el agar quedo disuelto completamente, luego se vertio a la placa Petri y se dej6
enfriar en reposo por unos 10 minutos (hasta que el agar se gelifique), y se procedié a realizar la

siembra de la muestra de leche.

Ya listas las placas de agar Mueller — Hinton, se procedié a disolver la muestra bacteriana
aislada en un 1 mL de agua destilada, y con un hisopo estéril se procedié a sembrar la mezcla en toda
la placa de agar Mueller — Hinton de tal forma que quedo completamente cubierto de la suspension
bacteriana, se dejo secar por unos minutos y luego, se colocaron los discos de sensibilidad inmersos
con amoxicilina, amoxicilina + acido clavulanico, penicilina G, gentamicina, cefotaxima, eritromicina,
enrofloxacina, sulfametoxazol y espiramicina, a una distancia de 2 a 3 cm de disco a disco y luego se

dejo incubar a 35 °C por 24 horas.

Luego, se procedié a medir los halos de inhibicién alrededor de los discos de sensibilidad con
una regla milimétrica sobre una base oscura, esto para poder determinar si los agentes bacterianos

resultaron ser sensibles, medianamente resistentes o resistentes a un antibiético en particular.

8.8.8 Analisis de datos.

Para determinar el efecto de la variable independiente (tipo de antibiético) sobre la variable
dependiente (crecimiento o inhibicion bacteriana), se determiné el promedio y la desviacion estandar
del tamafio del halo alrededor de los discos de sensibilidad para luego conocer la diferencia entre

medias a través de un analisis de varianza (a = 0.05), utilizando el software estadistico SPSS.
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En la presente investigacion se aplico la prueba paramétrica ANOVA, la cual nos permite
determinar la significancia en cuanto a los promedios a comparar, y la prueba de Tukey que es un
método que tiene como fin comparar las medias individuales provenientes de un analisis de varianza

de las muestras (Hernandez, 2016).

Para determinar la resistencia bacteriana a los antibioticos, se valoro el diametro del halo y se
compard con las referencias publicadas por el comité nacional de estandares de laboratorio (CLSI), la
cual determina las referencias en la cual se indica si los antimicrobianos son sensible, intermedio o

resistentes (S, I, R).
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IX RESULTADOS Y DISCUSION:

9.1 Mastitis subclinica en vacas productoras de leche del distrito de Langui.

Los casos positivos a mastitis subclinica fueron (49/282) en vacas del distrito de Langui, el cual

representa el 17.38 %. Fig. 4

Figura N° 4. Porcentaje de casos de mastitis subclinica en el distrito de Langui.

Otros estudios similares en zonas cercanas demuestran relativamente niveles de prevalencia
mas elevados, un estudio en el distrito de Chamaca provincia de Chumbivilcas, demostré una
prevalencia del 19.85 % (Colque, 2015), asi mismo, otro estudio de (Sanchez y Mamani, 2022) en
Santa Rosa — Melgar, demuestra un 47 % de prevalencia de mastitis subclinica. Estas diferencias en
los niveles de prevalencia se deben a la variacidon en el grado de repercusion que pueden tener los
diferentes factores de riesgo relacionados a la mastitis bovina, entre ellos tenemos el tipo de ordefio,
la cantidad de ordenos por dia. (Colque, 2015) indica que conforme aumenta el numero de partos, se
dan mas casos de mastitis. Como también se debe tener en cuenta el fomento de la higiene en general

en todo el proceso de ordefio y en los ambientes de crianza de vacunos (Condori, 2017), considerando
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que es importante el manejo de registros con fines de control de sanidad y produccién (Mamani, 2014).
Para el diagnostico de mastitis subclinica, la prueba de eleccion a utilizar es CMT siendo este la mas
confiable (Escobedo, 2021). Por lo que el relativo bajo porcentaje de nivel de prevalencia en el
presente estudio se podria deber a que las vacas podrian haber tenido recién uno o dos partos, siendo
vacunos de crianza familiar, también se debe considerar que al pertenecer a diferentes productores
en todo el distrito, es posible que la difusiébn de estos agentes etiologicos puede verse dificultada,
contrariamente a lo que sucede en establos de crianza intensiva en donde la diseminacion y contagio

de enfermedades es mas preponderante.

9.2 Identificacion de las caracteristicas macroscopicas, microscoépicas y bioquimicas
de los agentes causales de mastitis subclinica en las comunidades de Chancarani, Radio

Urbano y Conde Kjecra del distrito de Langui.

9.2.1 Caracteristicas macroscoépicas de los agentes etiologicos.

Se identificd la bacteria Streptococcus spp, cocos Gram positivos con forma agrupada en
cadena y catalasas negativos, todas crecieron en agar sangre, con tamafnos de 1 a 2 mm, puntiformes,
de borde regular y entero, todas con elevacién convexa y lisas, de colores blanco humo y blanco
lechoso, y con hemdlisis parcial y total, como se observa en la Tabla 2. Segun, Stanchi (2007), las
diferentes especies de genero Streptococcus crecen mas en medios enriquecidos con sangre y a
diferencia de los demas medios estas no se ven pigmentadas, se caracterizan por formar colonias
grandes y colonias pequefas (puntiformes con diametros desde 0,5 mm) y algunos estreptococos en
agar sangre tienden a desarrollar halo de hemolisis completa alrededor de la colonia (betahemolisis);
otros inducen una zona de coloracion verdosa (alfahemdlisis), y otros estreptococos no inducen ningun
cambio (colonias no hemoliticas 0 gammahemoliticas). Para estudiar la hemdlisis producida por los
estreptococos, algunos factores como las condiciones de incubacion y el origen de la sangre empleada

en la fabricacién de las placas, son determinantes y pueden hacer que varien los patrones hemoliticos.
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En el presente trabajo se identifico la bacteria Staphylococcus aureus, cocos Gram positivos
con forma agrupada en racimo y catalasa positivo, crecieron en agar sangre y manitol salado, con
tamanos de 1.5 a 2.5 mm, circulares, de borde regular y entero, convexos, de textura lisa, color amarillo
cremoso Yy blanco lechoso esto debido a la produccion de carotenoides, y todas con hemdlisis parcial,

se identifico a estas bacterias de acuerdo a estudios realizados por (Shoaib et al., 2021).

También se identificé a la bacteria E. coli, bacilos con forma cilindrica, Gram negativos y
catalasa positivos, todas crecieron en agar sangre, agar MacConkey y agar EMB, con tamafios de 2
a 2.5 mm, circulares de borde regular y entero, con elevacion convexa, textura lisa, de color blanco
lechoso para agar sangre y rosado-rojizo para agar MacConkey, con hemdlisis parcial. En la que
segun, (Cruz-Soto et al., 2020), las bacterias E. coli se aislan e identifican a partir de muestras, si se
siembran en medios selectivos bajo condiciones de esterilidad aerobias los medios selectivos de
eleccion son el agar MacConkey donde se forman colonias rosas con forma circular, de 2 a 4 mm de

diametro, convexas de bordes enteros y suaves.
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Tabla 2. Identificacion de los agentes etiologicos, segun sus caracteristicas macroscopicas.

Bacterias Cultivo  Tamafo Forma Borde Elevacion Textura Color Hemolisis
Blanco .
Streptococcus Agar . Regular . Parcial y
1-2mm Puntiforme Convexa Lisa humo y
spp sangre y entero total
lechoso
Agar Amarillento
Staphylococcus sangrey 1.5-25 . Regular . cremoso y .
. Circular Convexa Lisa Parcial
aureus Manitol mm y entero blanco
salado lechoso
Agar
sangre,
_ 2-25 Regular
E. coli Mac Circular Convexa Lisa . Parcial
mm y entero Rosa-rojizas
Conkey,
EMB

56



9.2.2 Caracteristicas microscopicas de los agentes etioldgicos.

Se identific6 mediante la prueba de tincion Gram, bacterias Gram positivas de morfologia en
forma de cocos con agrupacion en forma de racimo y cadena, también bacterias Gram negativas en
forma de bacilo agrupados cilindricamente, como se observa en la Tabla 3. Segun, Stanchi (2007),
mediante la prueba de tincion Gram se puede observar cocos Gram positivos con tendencia a formar
cadena o diplococos lanceolados que orienta hacia el género Streptococcus spp. También Shoaib et
al., (2021), indica que el Staphylococcus esta formado por cocos gram positivos, agrupados como
células unicas, en pares, tétradas, cadenas cortas o formando racimos de uvas. Matthew et al., (2013)
y Cruz-Soto et al., (2020), indican que la Escherichia coli es una bacteria de la familia enterobacteriae,
en la que en frotis tefiido por la técnica Gram, la E coli se presenta como bacilos Gram negativos y

aerobio facultativo catalasa positivo.

Tabla 3. Identificacidén de los agentes etiolégicos, segun sus caracteristicas microscépicas.

_ Morfologia Morfologia Prueba de tincion
Bacterias o
individual agrupada Gram
Streptococcus spp Coco Cadena Gram positivo
Staphylococcus . N

Coco Racimo Gram positivo

aureus
E. coli Bacilo Cilindrica Gram negativo
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9.2.3 Caracteristicas bioquimicas de los agentes etioldgicos.

Para la identificacion del Staphylococcus aureus se utilizd manitol salado el cual es un medio
de cultivo selectivo y diferencial en el que se observo un notable cambio de las colonias, de color rosa
a un color amarillento, y los halos de la misma manera se vieron de color amarillo, esto ocasionado
por el cambio de pH originado por los S. aureus. Asi mismo se utilizd6 agar EMB, esto sabiendo que
en este agar crecen diferentes enterobacterias y ademas que es un agar selectivo de bacilos Gram
negativos. Por lo que se identificd E. coli por la coloracion teniendo un cambio de color de las colonias,
de negruzcas azuladas con brillo metalico. Se utilizé Citrato de Simmons para poder diferenciar e
identificar enterobacterias, en el cual se vio ausencia de crecimiento de las bacterias aisladas ya que

también se sabe que /a E. coli no crece en ese medio de cultivo, como se muestra en la Tabla 4.

Segun, Stanchi (2007), los estreptococos son bacterias que forman células ovoides o esféricas,
grampositivas, catalasa negativas y anaerobias facultativas. Shoaib et al., (2021), indican que la
mayoria de los estafilococos producen catalasa (enzima capaz de desdoblar el perdxido de hidrogeno
en agua y oxigeno libre); caracteristica que se utiliza para diferenciar el género Staphylococcus de los
géneros Streptococcus y Enterococcus que son catalasa negativos. Asi mismo, Stanchi (2007), indica
que la enzima catalasa se encuentra en la mayoria de las bacterias que contiene citocromo excepto
Streptococcus; ya que generalmente las bacterias que carecen de citocromo también carecen de
catalasa lo que le impide a poder descomponer el peroxido de hidrogeno. También, Shoaib et al.,
(2021), indican que la identificacién de S. aureus, se realiza con el empleo de la tincion de Gram,
pruebas bioquimicas como prueba de la catalasa, fermentacién de glucosa y que permite diferenciar
al género Staphylococcus, que vienen hacer catalasa positiva, asi mismo otras pruebas son
especificas de especie como la fermentacién del manitol. Segun, Yakupogullar et al., (2019), el agar
EMB es un medio selectivo y diferencial, y es usado para aislar bacilos Gram negativos de rapido

desarrollo, y por lo general permite el desarrollo de enterobacterias tales como la Escherichia coli con
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buen crecimiento y esta viene a tener colonias con brillo metalico y centro negro azulado, también
crecen otras bacterias tales como la klebsiella pneumonia de buen crecimiento, estas bacterias vienes
a tener colonia rosada purpura confluente Salmonella typhimurium de buen crecimiento pero son
colonias incoloras. Gao (2024), indica que el agar Citrato de simmons es un medio diferencial, el cual
es utilizado para el estudio de bacilos Gram negativos, en la cual se puede confirmar bacterias tales
como Klebsiella pneumonia, Salmonella typhimurium y Pseudomonas aeruginosa. Marjolein, (2020),
indica que la fermentacion del manitol salado permite la diferenciacion y la selectividad se da por la
tolerancia a altas concentraciones de sal, por lo que ambas caracteristicas son propias de
Sthaphylococcus aureus, también reporta que el Sthaphylococcus tiene tolerancia a altas
concentraciones de sal, también indica que la concentracion de cloruro de sodio al 7.5% inhibe el
desarrollo de muchas bacterias, permitiendo el desarrollo selectivo de Staphylococcus, los que se
puede identificar presuntamente segun sea la fermentacion del manitol. Por lo que cuando ocurra esta
fermentacion se viene a observar un viraje del indicador rojo de fenol hacia amarillo, esto debido a la
caida del pH en el medio de cultivo, en el que el agar manitol salado permite un aislamiento selectivo
de Staphylococcus aureus. Las colonias de S. aureus presentan buen desarrollo, rodeadas de zonas

amarrillas.

Tabla 4. Identificacidon de los agentes etioldgicos, segun sus caracteristicas bioquimicas.

_ Prueba de la Citrato de Manitol
Bacteria Agar EMB )
catalasa Simmons salado
Streptococcus Catalasa
spp negativa
Staphylococcus Catalasa _
N -- -- Si crece
aureus positiva
_ Catalasa .
E. coli N Si crece No crece -
positiva
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*Streptococcus spp no fue aislado en agar EMB, Citrato de Simmons, y manitol salado.
*Staphylococcus no fue aislado en agar EMB y Citrato de Simmons.

*E. Coli no fue aislado en Manitol salado.

9.3 Identificacion de agentes etiologicos de la mastitis subclinica en las comunidades de

Chancarani, Radio Urbano y Conde Kjecra del distrito de Langui.

Los agentes etioldgicos mas frecuentes causantes de la mastitis subclinica en el distrito de
Langui fueron el Streptococcus spp., el Staphylococcus aureus y la E. coli, representando el 46.94%,
42.86% y 10.20% del total de casos respectivamente, como se observa en la Tabla 5. Los cuales son
similares a estudios hechos, en las que se reporté a Staphylococcus aureus, Streptococcus spp y E.
coli como principales agentes causales de mastitis subclinica en vacas en produccién por (Quispe et
al., 2020), (Vélez, 2022), (Celis, 2017) y (Inestroza et al., 2020). Adicionalmente a esos 3 agentes
etioldgicos, se tienen reportes sobre otros patégenos como Klebsiella sp (Rodriguez y Mufioz, 2017),
Micrococcus y Corynebacterium (Bonifaz y Colango, 2016), Klebsiella oxytoca (Miranda, 2018),
Klebsiella pneumoniae (Kruze, 2015), Enterobacter (Ormaza y Rueda, 2021), Critobacter diversus
(Realque, 2022), Bacillus subtilis y Citrobacter freundii (Villanueva y Morales, 2017), estos ultimos

siendo de menor frecuencia de presentacion.

Segun, Miranda y Morales-Cauti (2022), estas diferencias o similitudes se dan de acuerdo con
la base etiolégica infecciosa de la zona, estas pueden ser contagiosas y ambientales, la mastitis
contagiosa esta causada por microorganismos tales como el Staphylococus aureus, Streptococcus
agalactiae, los contagios de estas se dan principalmente en el momento del ordefio, también por malas
practicas como el uso compartido de medidas de higiene o por medio de las manos contaminadas de
los ordefadores, y de acuerdo al tipo de ambiente en la que se encuentran los diferentes
microorganismos. Segun, Shoaib et al., (2021), estos microorganismos se han aislado de las lesiones

de la piel de los pezones de las vacas. Asi mismo, Cruz-Soto et al., (2020), indican que las bacterias
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coliforme como la Escherichia coli, el cual causa mastitis ambientales, ya que se encuentran
mayormente en el medio ambiente. La infeccion de estas bacterias también puede ser por la mala
utilizacion de canulas y el descuido en las medidas profilacticas como deficiente higiene de los
pezones y no sellado de las mismas. En el presente estudio, se identificé agentes bacterianos como
Streptococcus spp, Staphylococcus aureus y E. coli mediante la observacion de sus caracteristicas

macroscopicas, microscopicas y bioquimicas.

Tabla 5. Agentes etiolégicos identificados.

Muestras
Porcentaje
Positivas Negativas
Streptococcus spp 23 26 46.94 %
Staphylococcus aureus 21 28 42.86 %
Escherichia coli 5 44 10.20 %
Total 49 100 %

9.4 Resistencia de los agentes etiol6gicos causantes de la mastitis subclinica en las

comunidades de Chancarani, Radio Urbano y Conde Kjecra del distrito de Langui.

Para determinar la resistencia del Streptococcus spp, Staphylococcus aureus y E. coli frente a
antibidticos de uso frecuente en la zona, se realizdé pruebas de antibiogramas utilizando discos de

sensibilidad, logrando determinar el tamarfio del halo de inhibicion del crecimiento bacteriano.

9.4.1 Resistencia del Staphylococcus aureus.

Se muestran los promedios y desviacién estandar del tamano de halo de inhibicion del
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crecimiento del Staphylococcus aureus alrededor de los discos de sensibilidad para varios antibiéticos
de uso frecuente. Para lo cual se explica que los halos de menor diametro corresponden a cefalexina
con 14.5 mm y amoxicilina con 12.9 mm, por tanto, nos indican que son los antibiéticos que menor

efecto tienen sobre la bacteria (p<0.05).

En la Tabla 6, se presenta los resultados de los antibidticos utilizados segun la interpretacion
hecha por el comité nacional de estandares de laboratorio (CLSI), para Staphilococcus aureos, la cual
demuestra una resistencia significativa frente a la penicilina G, cefotaxima y amoxicilina, sin embargo,
también se muestra niveles de sensibilidad frente a la enrofloxacina, gentamicina, Sulfametoxazol y
amoxicilina + acido clavulanico. Estudios anteriores realizados por (Inestroza et al., 2020; Quispe et
al., 2020 y Villanueva y Morales, 2017), nos dan a conocer que las cepas de Staphylococcus aureus
presentan resistencia significativa frente a la penicilina G, en nuestros resultados se logra observar
que también existe resistencia significativa frente a la penicilina G, asi mismo, otro estudio de
Rodriguez y Mufioz, (2017), indica que existe resistencia frente a la amoxicilina, tal como también se
indica en nuestro estudio realizado. Otro estudio hecho por (Inestroza et al., 2020), indica que existe
también resistencia significativa frente a la cefotaxima, de forma similar que el presente trabajo. Otro
estudio presentado por Bonifaz y Colango, (2016), menciona que esta bacteria presentaria una
marcada resistencia frente a la amoxicilina y una resistencia intermedia frente a gentamicina, de forma
similar a nuestros resultados. También, otro estudio reciente menciona que este agente bacteriano
presenta sensibilidad a la enrofloxacina, al igual que en nuestros resultados, que vendria a ser
recomendable para casos de mastitis subclinica por Staphylococcus aureus (Chavarria y Meléndez,
2012). El grado de resistencia alta, intermedia o baja del Staphylococcus aureus frente a los
antibiéticos de uso frecuente viene a variar ligeramente por cuestiones geograficas, habitos de uso de
antibioticos y su frecuencia de uso, adicionalmente, las administraciones de éstos antibiéticos a dosis
inferiores a las recomendadas vendrian en los ultimos afos a generar diferentes grados de resistencia
antimicrobiana.
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Tabla 6. Prueba de sensibilidad para Staphylococcus aureus.

Puntos de interpretacion del Tama_ﬁo de halo,
Antimicrobiano didmetro del halo mm (CLSI). mm X+ DS Interpretacion
ENRS Enrofloxacina S >23;1 20a22;R <19 26.72 £ 0.46 Sensible
P10 Penicilina G S >29; --; R <28 2572+ 1.05 Resistente
S10 Estreptomicina S >15;1 12a14;R <11 23.8% + 0.32 Sensible
E15 Eritromicina S >23;1 14a23;R <13 21.62+0.19 Intermedio
CN10 Gentamicina S >15;1 13a15 R <12 19.72° + 0.32 Sensible
SMX50 Sulfametoxazol S >16;1 11a15 R <10 19.62° +0.17 Sensible
AUG30 Amoxicilina+acido |S >17;1 14a17;R <14 18.52° + 1.05 Sensible
Clavulanico
CTX15 Cefotaxima S >26;1 23a25R <22 14.5° + 0.72 Resistente
AML30 Amoxicilina S >25;1 19a25 R <16 12.9° + 1.40 Resistente
Probabilidad 0.001

X = Promedio; DS = Desviacion estandar.
Medias con letras diferentes en la misma columna difieren significativamente (P < 0.05).

Fuente: CLSI-VET01S (2024).
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9.4.2 Resistencia del Streptococcus spp.

Se muestran los promedios y desviacion estandar del tamafo de halo de inhibicion del
crecimiento del Streptococcus spp. alrededor de los discos de sensibilidad para varios antibiéticos de
uso frecuente. Para lo cual se explica que el halo de menor diametro corresponde a la amoxicilina con
4.2 mm, nos indican que son los antibioéticos que menor efecto tienen sobre la bacteria (p<0.05). En la
Tabla 7, se presenta los resultados de los antibidticos utilizados segun la interpretacion hecha por el
comité nacional de estandares de laboratorio (CLSI), para Streptococcus spp, la cual demuestra una
resistencia significativa frente a cefotaxima y amoxicilina, sin embargo, también se muestra niveles de
sensibilidad frente a la enrofloxacina, eritromicina y estreptomicina asi mismo se muestra resistencia
intermedia frente a penicilina G, gentamicina. Estudios anteriores mencionan también que el
Streptococcus spp. Vendria desarrollando resistencia frente a la amoxicilina y gentamicina, segun
(Bonifaz y Colango, 2016; Miranda, 2018), de forma similar con nuestros resultados, también, en
nuestros resultados se observd que hay una resistencia intermedia frente a la penicilina G, a diferencia
de lo reportado por (Villanueva y Morales, 2017; Inestroza et al., 2020; Miranda y Morales, 2022), donde
se menciona una marcada resistencia frente a la penicilina G, de esa manera también nuestros
resultados demuestran que el Streptococcus spp es altamente sensible frente a la enrofloxacina, de
forma similar a un reporte anterior hecho por, Chavarria y Meléndez, (2012) y contrariamente otro
estudio reporté que el Streptococcus spp vendria a ser resistente a la enrofloxacina (Miranda y Morales,
2022). Igualmente, nuestros reportes indican una marcada sensibilidad frente a la eritromicina al igual
que lo reportado (Baez et al., 2019). Esto demuestra que existe un cambio constante a lo largo del
tiempo en lo que respecta al desarrollo de mecanismos de resistencia de las bacterias frente a los
antibiéticos de uso cotidiano. Adicionalmente, anteriores estudios reportan que el Streptococcus spp
podria tener cierto grado de resistencia frente a la cefalexina, cefalotina (Villanueva y Morales, 2017;
Miranda y Morales, 2022), ampicilina (Inestroza et al., 2020), tetraciclina (Miranda, 2018; Stempler et
al., 2022).
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Tabla 7. Prueba de sensibilidad para Streptococcus spp.

Puntos de interpretacién del

Tamafo de halo,

Antimicrobiano diametro del halo mm (CLSI). mm Interpretacion
X + DS
ENRS5 Enrofloxacina S >21;1 17a20;R <16 252+ 0.49 Sensible
E15 Eritromicina S >22;1 14a22;R <14 24.22 £ 0.27 Sensible
P10 Penicilina G S >24;1 18a23;R <17 223b + 0.99 Intermedio
S10 Estreptomicina S >151 12a14;R <11 21.13b +0.22 Sensible
CTX15 Cefotaxima S >24;1 21a23;R <20 18.82° + 0.65 Resistente
CN10 Gentamicina S >18;1 14a17;R <13 15.9°+ 0.29 Intermedio
AML30 Amoxicilina S >22;1 19a21;R <18 4.2¢+0.93 Resistente
Probabilidad 0.001

X = Promedio: DS = Desviacidn estandar.

Medias con letras diferentes en la misma columna difieren significativamente (P < 0.05).

Fuente: CLSI-VET01S (2024).
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9.4.3 Resistencia de la E. coli

Se muestran los promedios y desviacion estandar del tamafio de halo de inhibicidén del
crecimiento de la E. coli alrededor de los discos de sensibilidad para varios antibioticos de uso
frecuente. Para lo cual se explica que los halos de menor diametro corresponden a gentamicina
con 22 mm y sulfametoxazol con 21.2 mm, nos indican que son los antibioticos que menor

efecto tienen sobre la bacteria (p<0.05).

En la Tabla 8, se presenta los resultados de los antibidticos utilizados, segun la
interpretacion hecha por el comité nacional de estandares de laboratorio (CLSI), en la que la E.
coli, demuestra sensibilidad significativa frente a todos los antimicrobianos utilizados como
penicilina G, amoxicilina + acido clavulanico, enrofloxacina, estreptomicina, gentamicina y
sulfametoxazol. En la cual, un estudio anterior reporta que la E. coli podria mostrar sensibilidad
a la enrofloxacina y gentamicina (Chavarria y Meléndez, 2012), tal como se muestra también
en nuestros resultados. Contrariamente, también se reporta que la E. coli podria ser resistente
a la penicilina G (Inestroza et al., 2020). También se reportan estudios de diferentes antibidticos
utilizados para mastitis subclinica, en donde también se demuestra la presencia de resistencia
de la E. coli frente a la ampicilina (Inestroza et al., 2020), al Rifampin (Vélez, 2022), Cefalexina
y Tetraciclina (Bonifaz y Colango, 2016). también se identificaron algunos reportes que
recomiendan ademas el uso de cefalexina, cefadroxil (Vélez, 2022), enrofloxacina y
ciprofloxacina, puesto que la E. coli podria ser potencialmente sensible frente a estos

antibidticos (Chavarria y Meléndez, 2012).
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Tabla 8. Prueba de sensibilidad para la E. coli.

Antimicrobiano Puntos de interpretacion del Tamarfio de Interpretacion
didmetro del halo mm (CLSI). halo, mm
X + DS
P10 Penicilina G S >18;1 14a16;R <13 352 +£0.52 Sensible
AUG30 Amoxicilina+acido S >18;1 14a17;R <13 32.82+0.73 Sensible
Clavulanico
ENRS5 Enrofloxacina S >20;1 16a19;R <15 30.42b + 0.11 Sensible
S10 Estreptomicina S >151 12a14;R <11 24 4bc+0.25 Sensible
CN10 Gentamicina S >15;1 13a14;R <12 22.0°£0.12 Sensible
SMX50 Sulfametoxazol S >16;1 11a15 R <10 21.2°+0.65 Sensible
Probabilidad 0.001

X = Promedio; DS = Desviacidn estandar.

Medias con letras diferentes en la misma columna difieren significativamente (P < 0.05).

Fuente: CLSI-VETO01S (2024).



X CONCLUSIONES:

Los agentes etioldgicos causantes de mastitis subclinica en las vacas en producciéon de las
comunidades de Chancarani, Radio Urbano y Conde Kjecra del distrito de Langui, son el

Staphylococcus aureus, Streptococcus spp, y la E. coli.

Existe variabilidad en cuanto a la sensibilidad y resistencia de los antibioticos utilizados, por
tanto, el Staphylococcus aureus demostro resistencia significativa frente a frente a la penicilina G,
cefotaxima y amoxicilina, el Streptococcus spp demostrd resistencia significativa frente a la
cefotaxima y amoxicilina, a diferencia de la E. coli que presento sensibilidad a todos los antibiéticos
utilizados, por lo que en el distrito de Langui las bacterias que ocasionan mastitis subclinica son

resistentes a antibidticos de uso frecuente en la zona.
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XI RECOMENDACIONES:

Se recomienda implementar medidas de control y prevencion especificas para la mastitis
subclinica ya que esto puede incluir mejoras en las practicas de manejo y también plantear protocolos

de higiene para poder controlar la enfermedad.

Se recomienda el uso de la prueba CMT, para detectar mastitis subclinica por ser una prueba

de campo rapida, sencilla, altamente sensible y especifica.

Existe resistencia antimicrobiana, por lo que se sugiere realizar una seleccion mas especifica
de antimicrobianos con un previo diagnostico de la enfermedad. Esto nos ayudara a adaptar los
tratamientos segun la susceptibilidad especifica de los agentes etiolégicos, reduciendo asi la
resistencia antimicrobiana, resulta necesario que los ganaderos tengan registros manuales acerca
de sus animales permitiendo asi tener datos exactos acerca de la edad, edad de las crias, cuartos

afectados, manteniendo asi una informacién ordenada por animal.
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ANEXOS:

Figura 4: identificacién aleatoria de vacas en produccion del distrito de Langud.

Figura 5: Identificacion de casos de mastitis subclinica mediante la prueba de CMT.

Figura 6: Muestras de leche positivas con mastitis subclinica, colectadas en cooler refrigerante, para cultivo
bacteriano.
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Figura 7: A: Pesado del agar en polvo en bascula . B: homogenizacién de los agares (sangre, MacConkey
y Mueller-Hinton) y esterilizacién de las placas petri en autoclave.

Figura 8: Preparacion de medios de cultivo.

A: Agar Sangre B: Agar MacConkey C: Agar Mueller-Hinton.

Figura 9: A: Sangre de ovino colectado un tubos de heparina con anticoagulante B: Enriquecimiento con
sangre de cordero para nutrir el agar sangre a 45° chorro lento.
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Figura 10: Vertiendo el agar ya homogenizado sobre la placa petri.

Figura 11: Siembra de las muestras de leche sobre placas de agar sangre y agar MacConkey.
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PRUEBA MACROSCOPICA:

Figura 12: Identificacion macroscopica de las colonias de agar sangre y agar MacConkey

PRUEBAS MICROSCOPICAS.

Figura 13: Fijacion bacteriana en lamina porta objeto, mediante la prueba Tincion Gram.

Figura 14: Tincién Gram, foto microscépica a 100X bacterias Gram positivos Streptococcus spp.
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Figura 15: Tincion Gram, foto microscopica a 100X bacterias Gram positivos Staphylococcus spp.

Figura 16: Tincion Gram, foto microscépica a 100X, se aprecia bacilos Gram negativos.
PRUEBAS BIOQUIMICAS:

Figura 17: Preparacion de medios selectivos.

A B C

A: Agar manitol salado B: Agar EMB C: Agar citrato de simmons



Figura 18: Crecimiento y cambio de coloracion de las colonias (amarillento) en agar manitol salado.

Figura 19: Crecimiento y cambio de coloracién de las colonias (negro azulado) en agar EMB.

Figura 20: Ausencia de crecimiento y coloracion (azul), en Agar citrato de simmons.
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Figura 21: Identificacion del crecimiento bacteriano en presencia de los discos de sensibilidad.

Figura 22: Determinacion del tamario del halo de inhibicién alrededor de los discos de sensibilidad en mm.
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Tabla complementaria 7. Caracteristicas macroscopicas del Streptococcus spp.

) Medio de N ., .
N° Bacteria cultivo Tamafo mm Forma Borde Elevacidon | Textura Color Hemdlisis
1 Streptococcus spp Sangre 1.5 Puntiforme Entero Convexo Lisa Blanco lechoso Parcial
2 Streptococcus spp Sangre 1 Puntiforme Entero Convexo Lisa Blanco humo Parcial
3 Streptococcus spp Sangre 1 Puntiforme Entero Convexo Lisa Blanco lechoso Parcial
4 Streptococcus spp Sangre 2 Puntiforme Regular Convexo Lisa Blanco humo Total
5 Streptococcus spp Sangre 1 Puntiforme Regular Convexo Lisa Blanco humo Total
6 Streptococcus spp Sangre 1.5 Puntiforme Entero Convexo Lisa Blanco lechoso Parcial
7 Streptococcus spp Sangre 1 Puntiforme Entero Convexo Lisa Blanco humo Parcial
8 Streptococcus spp Sangre Puntiforme Entero Convexo Lisa Blanco lechoso Parcial
9 Streptococcus spp Sangre Puntiforme Entero Convexo Lisa Blanco lechoso Parcial
10 | Streptococcus spp Sangre 1.5 Puntiforme Entero Convexo Lisa Blanco lechoso Parcial
11 Streptococcus spp Sangre Puntiforme Entero Convexo Lisa Blanco humo Parcial
12 | Streptococcus spp Sangre 2 Puntiforme Regular Convexo Lisa Blanco lechoso Parcial
13 | Streptococcus spp Sangre 1.5 Puntiforme Entero Convexo Lisa Blanco humo Parcial
14 | Streptococcus spp Sangre Puntiforme Regular Convexo Lisa Blanco humo Parcial
16 | Streptococcus spp Sangre 2 Puntiforme Entero Convexo Lisa Blanco humo Total
19 | Streptococcus spp Sangre Puntiforme Entero Convexo Lisa Blanco humo Parcial
20 | Streptococcus spp Sangre 1.5 Puntiforme Entero Convexo Lisa Blanco lechoso Total
21 | Streptococcus spp Sangre 2 Puntiforme Entero Convexo Lisa Blanco lechoso Parcial
23 | Streptococcus spp Sangre Puntiforme Regular Convexo Lisa Blanco lechoso Total
28 | Streptococcus spp Sangre 1.5 Puntiforme Entero Convexo Lisa Blanco humo Total
32 | Streptococcus spp Sangre 1 Puntiforme Regular Convexo Lisa Blanco lechoso Parcial
45 | Streptococcus spp Sangre 1.5 Puntiforme Entero Convexo Lisa Blanco humo Parcial
47 Streptococcus spp Sangre 1 Puntiforme Entero Convexo Lisa Blanco humo Total
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Tabla complementaria 8. Caracteristicas microscopicas del Streptococcus spp.
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Tabla complementaria 9. Caracteristicas macroscopicas del Staphylococcus aureus.

N° Bacteria Medio de cultivo Tamafo mm Forma Borde Elevacion | Textura Color Hemdlisis
15| S. aureus Sangre, Manitol Salado 1.5 Circular Entero Convexo Lisa Amarillento cremoso Parcial
17 | S. aureus Sangre, Manitol Salado Circular Entero Convexo Lisa Amarillento cremoso Parcial
18 | S. aureus Sangre, Manitol Salado Circular Regular Convexo Lisa Amarillento cremoso Parcial
22 | S.aureus Sangre, Manitol Salado Circular Entero Convexo Lisa Blanco lechoso Parcial
24 | S. aureus Sangre, Manitol Salado 2.5 Circular Entero Convexo Lisa Blanco lechoso Parcial
25 | S. aureus Sangre, Manitol Salado Circular Entero Convexo Lisa Amarillento cremoso Parcial
26 | S.aureus Sangre, Manitol Salado Circular Regular Convexo Lisa Amarillento cremoso Parcial
27 | S.aureus Sangre, Manitol Salado 2 Circular Entero Convexo Lisa Amarillento cremoso Parcial
29 | S. aureus Sangre, Manitol Salado 1.5 Circular Entero Convexo Lisa Amarillento cremoso Parcial
30| S. aureus Sangre, Manitol Salado 2 Circular Entero Convexo Lisa Amarillento cremoso Parcial
31| S. aureus Sangre, Manitol Salado 2 Circular Entero Convexo Lisa Amarillento cremoso Parcial
36 | S. aureus Sangre, Manitol Salado 2 Circular Entero Convexo Lisa Amarillento cremoso Parcial
37 | S. aureus Sangre, Manitol Salado 2 Circular Entero Convexo Lisa Amarillento cremoso Parcial
38 | S. aureus Sangre, Manitol Salado 2 Circular Entero Convexo Lisa Amarillento cremoso Parcial
39 | S. aureus Sangre, Manitol Salado 2 Circular Entero Convexo Lisa Amarillento cremoso Parcial
41 | S. aureus Sangre, Manitol Salado 2 Circular Entero Convexo Lisa Amarillento cremoso Parcial
43 | S. qureus Sangre, Manitol Salado 2 Circular Entero Convexo Lisa Blanco lechoso Parcial
44 | S. qureus Sangre, Manitol Salado 1.5 Circular Entero Convexo Lisa Amarillento cremoso Parcial
46 | S. aureus Sangre, Manitol Salado 2 Circular Entero Convexo Lisa Blanco lechoso Parcial
48 | S. aureus Sangre, Manitol Salado Circular Entero Convexo Lisa Amarillento cremoso Parcial
49 | S. qureus Sangre, Manitol Salado Circular Entero Convexo Lisa Blanco lechoso Parcial
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Tabla complementaria 10. Caracteristicas microscopicas del Staphylococcus aureus.

N° Bacteria — Forma Tinciéon gram Prueba de la catalasa
Individual Agrupada
15 S. aureus Coco Racimo Gram positivo Catalasa Positivo
17 S. aureus Coco Racimo Gram positivo Catalasa Positivo
18 S. aureus Coco Racimo Gram positivo Catalasa Positivo
22 S. aureus Coco Racimo Gram positivo Catalasa Positivo
24 S. aureus Coco Racimo Gram positivo Catalasa Positivo
25 S. aureus Coco Racimo Gram positivo Catalasa Positivo
26 S. aureus Coco Racimo Gram positivo Catalasa Positivo
27 S. aureus Coco Racimo Gram positivo Catalasa Positivo
29 S. aureus Coco Racimo Gram positivo Catalasa Positivo
30 S. aureus Coco Racimo Gram positivo Catalasa Positivo
31 S. aureus Coco Racimo Gram positivo Catalasa Negativo
36 S. aureus Coco Racimo Gram positivo Catalasa Positivo
37 S. aureus Coco Racimo Gram positivo Catalasa Positivo
38 S. aureus Coco Racimo Gram positivo Catalasa Positivo
39 S. aureus Coco Racimo Gram positivo Catalasa Positivo
41 S. aureus Coco Racimo Gram positivo Catalasa Positivo
43 S. aureus Coco Racimo Gram positivo Catalasa Positivo
44 S. aureus Coco Racimo Gram positivo Catalasa Positivo
46 S. aureus Coco Racimo Gram positivo Catalasa Positivo
48 S. aureus Coco Racimo Gram positivo Catalasa Positivo
49 S. aureus Coco Racimo Gram positivo Catalasa Positivo

90



Tabla complementaria 11. Caracteristicas macroscopicas de la E. coli.

N° | Bacteria Medio de cultivo Tamafio mm Forma Borde Elevacidn Textura Color Hemdlisis
33| E. coli | Sangre, Mc Conkey, EMB 2 Circular Regular Convexo Lisa Rosa-rojiza Parcial
34 | E.coli | Sangre, Mc Conkey, EMB 2.5 Circular Regular Convexo Lisa Rosa-rojiza Parcial
35| E. coli Sangre, Mc Conkey, EMB 2 Circular Regular Convexo Lisa Rosa-rojiza Parcial
40 | E.coli | Sangre, Mc Conkey, EMB 2.5 Circular Entero Convexo Lisa Rosa-rojiza Parcial
42 | E. coli Sangre, Mc Conkey , EMB 2.5 Circular Entero Convexo Lisa Rosa-rojiza Parcial

Tabla complementaria 12. Caracteristicas microscopicas de la E. coli

N° Bacteria Forma Tincién gram Prueba de la catalasa
33 E. coli Bacilo Gram negativo Catalasa Positivo
34 E. coli Bacilo Gram negativo Catalasa Positivo
35 E. coli Bacilo Gram negativo Catalasa Positivo
40 E. coli Bacilo Gram negativo Catalasa Positivo
42 E. coli Bacilo Gram negativo Catalasa Positivo
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Tabla complementaria 13. Prueba de resistencia del Streptococcus spp. frente a antibidticos de uso frecuente.

Tamario del halo alrededor de los discos de sensibilidad en milimetros
Bacteria AML10_Amoxicilina | CN10_Gentamicina | CTX_Cefotaxima2 | E15_Eritromicina | ENR5_Enrofloxacina | P10_Penicilina G | S10_Estreptomicina
Streptococcus spp 0 1,7 2,5 2,7 3 0
Streptococcus spp 0 1,6 2,1 2,8 2 2,8
Streptococcus spp 0 1,9 2,6 2,6 3,2 3
Streptococcus spp 0 1,5 2,3 2,5 2,9 3
Streptococcus spp 0 1,7 2,5 2,7 3 0
Streptococcus spp 0 1,6 2,1 2,8 2 2,8
Streptococcus spp 0 1,9 2,6 2,6 3,2 3
Streptococcus spp 0 1,5 2 2 2,5 2,5
Streptococcus spp 0 1,2 2 2,4 2,4 2,2
Streptococcus spp 0 1,3 1,5 2,2 2,2 2,2
Streptococcus spp 1 1,2 1,4 2 2,5 2
Streptococcus spp 1 1,4 2 2,6 2,5 2,8
Streptococcus spp 0 1,3 1,3 2,2 2,3 2,6
Streptococcus spp 0 2,2 2,2 2,4 2 2,3
Streptococcus spp 0,4 2,1 2,6 2,1 2,1 1,8
Streptococcus spp 0,3 1,9 2 2,1 2,4 2
Streptococcus spp 0,6 2 2,2 2 2,7 2,4
Streptococcus spp 0 0 1,7 2,4
Streptococcus spp 0 0,8 1,7 2,4 2
Streptococcus spp 3,4 2,1 1,2 3,2 3 2
Streptococcus spp 3 2,2 1,2 3,2 3,3 2
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Tabla complementaria 14. Prueba de resistencia del Staphylococcus aureus frente a antibidticos de uso frecuente.

Tamaiio del halo alrededor de los discos de sensibilidad en milimetros
- AUG30_Amoxicilina . . . L. . P10_Penicilina .

Bacteria AML30_Amoxicilina + Acido Clavulanico CN10_Gentamicina | CTX30_Cefotaxima | E15_Eritromicina | ENR5_Enrofloxacina G S10_Estreptomicina | SMX50_Sulfametoxazol
S. qureus 1,6 1,5 1,5 2 2,8 2,5
S. aureus 0 1,4 1,5 2,1 2,5 2,7
S. aureus 0 1,5 2 2,5 2,4 2,3
S. aureus 0 2,4 2,1 2,2 2,6 2
S. aureus 0 2,1 2,1 2,4 2,5 2,8
S. aureus 0 1,6 1,2 2,5 1,1 2,3
S. aureus 0 0 1 1,6 0 2,2
S. aureus 0,5 1,5 0 3,5 3,5 3
S. aureus 1,6 3,4 2,9 2,8 3,7 2,1
S. aureus 1,4 2,1 2 2,2 2,5 2
S. aureus 0 0 0,6 1,8 0 2,4
S. aureus 2,6 2,3 3 3,4 2,8 2,2
S. aureus 2,4 2,1 3,1 3,2 2,5 2
S. aureus 2,2 2,3 2,9 3,4 2,8 1,8
S. aureus 2 2 2,8 3,2 2,5 2
S. aureus 2,5 2 3,2 3,5 2,6 1,8
S. aureus 3,2 2 1,4 3 2,6 2,2
S. aureus 3 2,2 1,5 2,5 2,8 2
S. aureus 3,2 2,4 1 3 3,2 2,5
S. aureus 3,2 2 0,9 3 3 2,2
S. aureus 3 1,9 1,2 2,8 2,8 2
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Tabla complementaria 15. Prueba de Resistencia de la E. coli frente a antibidticos de uso frecuente.

Tamafio del halo alrededor de los discos de sensibilidad en milimetros

Bacteria AUG30_§E\?J(|::::2 +Acido CN10_Gentamicina | ENR5_Enrofloxacina | P10_Penicilina G | S10_Estreptomicina | SMX50_Sulfametoxazol
E. coli 3,8 2 3,2 4 2,3 2
E. coli 2,5 2,3 3,1 2,8 2,8 2,2
E. coli 4 2,2 3 4 2,6 2,2
E. coli 2,5 2,2 3 3,5 2,2 2,4
E. coli 3,6 2,3 2,9 3,2 2,3 1,8
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Tabla complementaria 18. Descripcion de la sensibilidad antimicrobiana de los agentes etiolégicos para Gram positivo, publicadas por el
Comité Nacional de Estdndares de Laboratorio (CLSI).

Pruebas de sensibilidad({mm) para Gram positivo

Antimicrobial

Interpretacion

Puntos de interrupcicon
del diametro de la zona

Staphylococcus spp.

Puntos de interrupcion del
didgmetro de la zona

Strepfococcus sp.

N % n %
s =22 ] 0% =22 4 100%
ERRS_Enrofloxacina | 17 a 22 a 50% 17 a 22 (4] 0%
R =17 a 50% =17 0 0%
s =8 15 83% =8 3 T5%
510_Estreptomicina | Ta@ 3 1786 Tag 1 25%
R =7 o] 0% =7 o] 0%
s =16 T 38% =18 3 75%
CHN10_Gentamicina | 13 a15 5] 33% 13a 15 1 25%
R =12 =1 28% =12 0 0%
s =18 11 1% =18 2 0%
TE30_tetraciclina | 15a 18 3 17% 15a 18 0 0%
R =15 4 22% =15 2 0%
s =25 3 17%% =25 1 25%
AML30_Amoxicilina | 18 a 25 15 83% 18 a 25 3 T5%
R =18 o 0% =19 0 0%
s =17 18 100% =17 4 100%
AUGE0_Amoxi_Acido_Clavul | 14 a 17 o 0% 14 a 17 o] 0%
R =14 o 0% =14 0 0%
s =17 18 100% =17 4 100%
P10_Penicilina | 14 a 17 o 0% 14 a 17 Q 0%
R =14 o 0% =14 0 0%
s =17 18 100% =22 4 100%
E15_Cefotaxin | 15-17 o 0% 14-22 o] 0%
R =15 o 0% =14 0 0%
=1 =23 G 33% =22 1 25%
E15_FEritromicina | 14 a 22 11 G1% 14-22 3 75%
R =13 1 6% =14 0 0%
=1 =22 2 11% =22 0 0%
BA10_bacitracina | 14-22 13 T2% 14-22 2 50%
R =14 3 17% =14 2 0%

S=sensible, I= intermedio; R=resistente
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Tabla complementaria 19. Descripcion de la sensibilidad antimicrobiana de los agentes etiolégicos para Gram negativo, publicadas por
el Comité Nacional de Estdndares de Laboratorio (CLSI).

Pruebas de sensibilidad{mm) para gram negativo

Escherichia coli

Antimicrobial Interpretacion Puntos de interrupcion del diametro de la zona
n Yo
S =29 0 0%
FFC30_florfenicol I 28 a29 0 0%
R =25 7 100%
S =16 7 100%
SXT25_trimetropim_sulfamethoxazole 1 11a 15 o] 0%
R =10 0 0%
S =23 0 0%
E15_Eritromicina 1 14 a 22 Q 0%
R =13 7 100%
S =19 7 100%
TE30_tetraciclina 1 15a 18 Q 0%
=1 =14 0 0%
S =15 7 100%
CN10_Gentamicina | 13 a 14 0 0%
R =12 0 0%
S =9 7 100%
S10_Streptomicina | 7a9 0 0%
R =7 0 0%
S =22 6 86%
ENRS_Enrofloxacina | 17 a 22 1 14%
R =17 0 0%
S =32 0 0%
MTZ5_Metronidazol 1 17 a 31 0 0%
R =16 7 100%
S =18 2 29%
AML30_Am oxicilina I 14 a 17 1 14%
R =13 4 57%

S=sensible, I= intermedio; R= resistente

96





