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RESUMEN

El presente estudio tuvo como obijetivo identificar los principales agentes etioldgicos
responsables de la mastitis subclinica y evaluar su sensibilidad a los
antimicrobianos en vacas lecheras del distrito de Anta, region Cusco. Se llevo a
cabo una investigacion observacional, descriptiva y transversal para los cuales
realizo el estudio con 29 vacas positivas a mastitis subclinica mediante la prueba
de California Mastitis Test (CMT). A partir de estas muestras, se realizaron cultivos
microbiolégicos y pruebas de antibiograma para identificar los agentes patégenos
y analizar su resistencia a diferentes antimicrobianos. Los resultados mostraron que
los principales microorganismos aislados fueron Staphylococcus spp. (62%),
Escherichia coli (24%) y Streptococcus sp. (14%), lo que confirma su alta
prevalencia en la zona de estudio. En términos de resistencia antimicrobiana, se
evidencié que Staphylococcus spp. presentd resistencia a penicilina, amoxicilina,
tetraciclina y eritromicina, mientras que Escherichia coli mostré resistencia
generalizada a multiples antibiéticos, con una sensibilidad intermedia solo a
trimetoprima-sulfametoxazol. En conclusion, el estudio resalta la importancia de la
vigilancia epidemioldgica y el uso prudente de antimicrobianos en la ganaderia
lechera. La identificacion de los agentes etiolégicos y su perfil de resistencia permite
proponer estrategias mas eficientes para el control de la mastitis subclinica,

reduciendo asi las pérdidas econdmicas y mejorando la calidad de la leche.

Palabras clave: Mastitis subclinica, agentes etiol6gicos, resistencia

antimicrobiana, vacas lecheras, antibiograma.



SUMMARY

The objective of this study was to identify the main etiological agents responsible
for subclinical mastitis and to evaluate their sensitivity to antimicrobials in dairy cows
in the district of Anta, Cusco region. An observational, descriptive and cross-
sectional study was carried out with 29 cows positive for subclinical mastitis using
the California Mastitis Test (CMT). From these samples, microbiological cultures
and antibiogram tests were performed to identify the pathogens and analyze their
resistance to different antimicrobials. The results showed that the main
microorganisms isolated were Staphylococcus spp. (62%), Escherichia coli (24%)
and Streptococcus sp. (14%), confirming their high prevalence in the study area. In
terms of antimicrobial resistance, it was found that Staphylococcus spp. Escherichia
coli showed resistance to penicillin, amoxicillin, tetracycline and erythromycin, while
Escherichia coli showed widespread resistance to multiple antibiotics, with
intermediate sensitivity only to trimethoprim-sulfamethoxazole. In conclusion, the
study highlights the importance of epidemiological surveillance and prudent use of
antimicrobials in dairy farming. The identification of etiological agents and their
resistance profile allows proposing more efficient strategies for the control of

subclinical mastitis, thus reducing economic losses and improving milk quality.

Key words: Subclinical mastitis, etiological agents, antimicrobial resistance, dairy
cows, antibiogram
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l. INTRODUCCION

Petrovski et al., (2006) sefalan que la mastitis bovina es la principal enfermedad
infecciosa endémica del ganado lechero a nivel mundial, asi como en nuestro pais.
La mastitis es responsable de importantes pérdidas econdémicas para los
productores de leche y la industria de procesamiento de leche, lo que resulta en
una reduccion de la produccion de leche, alteracién en la composicion de la leche,
ocasiona que la leche sea desechada, existen mayores costos de reemplazo,
implica mayores costos de tratamiento y servicios veterinarios. Aparte de las
pérdidas econdmicas sustanciales asociadas con la enfermedad, la mastitis tiene
un potencial zoonatico grave y se ha asociado con el creciente desarrollo y la rapida
aparicion de cepas multirresistentes en todo el mundo (Beyene et al., 2017; Nielsen,
2009; Oliver et al., 2011; Pol & Ruegg, 2007).

Ruegg, (2017) y Taponen et al, (2017) mencionan que la mastitis, es la inflamacién
de la glandula mamaria, generalmente como consecuencia de la adhesion, invasion
y colonizacién por patdogenos de mastitis. Existe en tres formas: mastitis clinica,
subclinica y crénica. Entre estas formas, la mastitis subclinica es mas comun y da
como resultado una reduccién de la produccion de leche sin signos clinicos
observables ni anomalias en la leche, por esta razén, es dificil de diagnosticar y
persiste mas tiempo en el rebafio (Ndahetuye et al., 2020; Zeryehun & Abera,
2017). La mastitis subclinica (MSC), es la forma principal de esta enfermedad en
los rebafios lecheros de todo el mundo y da como resultado un mayor niamero de
células somaticas en la leche producida y cambios en sus cualidades fisicas y
guimicas . La etiologia de la mastitis incluye microorganismos patégenos que
sobreviven y proliferan en la piel y las heridas del pezén, asi como microorganismos
ambientales que no se retienen en el pezon, se han informado méas de 140 especies
patégenas diferentes (Ruegg, 2017; Taponen et al., 2017; Zeryehun & Abera,
2017a).

Existen muchos estudios documentados de los principales patégenos de la
mastitis, como Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae y coliformes. Los
estudios actuales han informado de un cambio en los patégenos principales a
patdogenos menores, como el estafilococo coagulasa negativo y otros bacilos. Estos
estudios han demostrado que estos patdogenos menores pueden desempefiar un

1



papel importante en la patogenia de la mastitis y varian de un rebafio a otro (Amer
et al., 2018a; Paduch & Krémker, 2011).

Bhosale etal., (2014) sefialan que el tratamiento principal de la mastitis se
administra comuUnmente mediante infusion intramamaria o administracion
parenteral de antibiéticos, como estreptomicina, ampicilina, cloxacilina, penicilina y
tetraciclina. El tratamiento efectivo de la mastitis bovina depende de la
susceptibilidad antimicrobiana de los patdgenos, el tipo de mastitis, la raza del
ganado y el régimen de tratamiento. La aparicion de resistencia a los medicamentos
es un serio desafio para el control de la mastitis, ya que los perfiles de resistencia
a menudo son especificos del rebafio (Silveira-Filho et al., 2014). La combinacion
de mas de un agente antimicrobiano sinérgico puede ser mas eficaz que el uso de
un solo farmaco y puede lograr una alta tasa de curacion.
Laven et al., (2014) ; Oliver et al., (2011) ; Vakkamaki et al., (2017), sefialan que la
pronta identificacion y comprension de la diversidad de los patdégenos asociados
con la mastitis es esencial para una prevencion y un control efectivo. Sin embargo,
se preveé que el tratamiento se vuelva problemético en un futuro préximo debido al
rapido aumento de patdgenos resistentes a los antibidticos. La transmision de
patégenos de mastitis resistentes a los antimicrobianos y patdgenos transmitidos
por los alimentos a los humanos podria ocurrir si se consume leche sin pasteurizar
(Abrahmsén et al., 2014; Beyene et al., 2017; Oliver et al., 2011).
(Ruegg, 2009; Stevens etal., 2016), mencionan que el uso generalizado de
antibidticos en el control de la mastitis aumenta considerablemente el riesgo de
instalar y transmitir resistencia a los antibi6ticos a los consumidores. Tal posibilidad
esta constantemente en la atencién de las autoridades de salud publica y de salud
animal, lo que requiere una redefinicion cientificamente fundamentada de las
terapias con antibioticos que tenga en cuenta la interseccion del bienestar animal
con las preocupaciones sociales.
Perales Palacios, (2016) indica que los patdgenos causantes de mastitis pueden
ser clasificados, desde el punto de vista epidemiolégico, en tres grandes grupos,
de acuerdo a su origen y forma de difundir en el rebafio lechero. Patégenos
contagiosos: La fuente de infeccion son los cuartos de ubre infectados; su
transmision ocurre durante el ordefio a través de las manos del ordefiador, pafios
de secado o pezoneras. En este grupo se ubican: Streptococcus agalactiae,
2



Staphylococcus aureus, Corynebacterium bovis, Mycoplasma spp., y en ocasiones,
Streptococcus dysgalactiae, aunque este ultimo puede tener origen ambiental. B.
Patogenos ambientales: La fuente de infeccion es el ambiente como la cama de
paja o aserrin, agua estancada, tierra, también pueden encontrarse en la piel
(pezén y abdomen) y en los érganos reproductores del animal. La infeccion ocurre
en cualquier momento, pero es frecuente en el periodo que sigue al ordefio, durante
el periodo seco o0 descanso y durante los dias posteriores al parto. En este grupo
se incluyen: Streptococcus uberis y otros estreptococos (a excepcion de
Streptococcus agalactiae), Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium,
coliformes, Pseudomonas aeruginosa, Nocardia asteroides, levaduras, Prototheca
zooffi, Arcanobacterium pyogenes, Bacillus spp., y otros microorganismos que
viven en el ambiente de la vaca. El grado de infeccion de estas bacterias tiende a
incrementarse cuando las condiciones favorecen su crecimiento especialmente en
época de lluvia. C. Patdgenos oportunistas: La fuente mas importante de estos
microorganismos es la piel sana de la ubre y los pezones y manos del ordefiador.
La frecuencia de infeccidn por estos agentes es mayor durante el periodo de reposo
0 seco, durante el cual la piel del pezén no esta expuesta a los germicidas usados
en la desinfeccion de pezones post-ordefio. La frecuencia de infecciones causadas
por estos microorganismos es elevada para el momento del parto, pero disminuye
drasticamente durante la lactacion.

Raramente generan casos clinicos, y si surgen suelen ser moderados.
Pueden infectar a novillas en su primer parto. La mayoria de las infecciones se
curan espontdneamente En este grupo se incluyen: Staphylococcus hycus, S.
epidermidis, S. hominis, S. intermedius, S. xilosus, S. simulans y otras especies de
Staphylococcus distintas a Staphylococcus aureus; probablemente, algunos
estreptococos, podrian ubicarse en esta categoria.

Gomes etal., (2016), manifiestan que la mastitis bovina es una de las
enfermedades que ocasiona mas gastos a la ganaderia en el Peru y del mundo,
causa grandes pérdidas limitan la productividad de los rebafios lecheros,
determinadas por subproductividad de los cuartos infectados, reduccion de la
produccion de leche, leche mastitica que debe descartarse, gastos por concepto de
medicina y aumento de los costos por utilizacién de mano de obra especializada en

el tratamiento de la infeccion.



Restrepo-Botero et al.,, (2012), indican que en Estados Unidos de América se
estima que el costo por afio causado por la enfermedad es de 1,2 a 1,7 billones de
dolares, con pérdida anual por vaca de 184 ddélares. En Colombia se calculan
41.580 pesos diarios, por la presencia de mastitis subclinica.

Larsson & Flach, (2022) mencionan que el uso indiscriminado de antibioticos en
algunos paises ha conllevado a un aumento en el porcentaje de especies
bacterianas resistentes a diversos agentes antimicrobianos, las cuales han sido
aisladas de leche procedente de glandulas mamarias con mastitis. Esta resistencia
trae como consecuencia dos aspectos importantes, el primero, una disminucion en
la respuesta al tratamiento en caso de mastitis clinica y el segundo, la transmision
de bacterias resistentes a los consumidores a través de la cadena alimentaria, mas
aun cuando se consumen productos elaborados a partir de leche cruda.

La identificaciébn de los agentes causales es importante, por cuanto son
indicadores de los factores predisponentes existentes en las explotaciones
lecheras, permite la toma de decisiones en el disefio de programas de control, es
una herramienta util para evaluar la efectividad de las medidas tomadas y permite
seleccionar la terapéutica sobre bases mas firmes. El objetivo principal del estudio,
fue identificar los principales agentes etiol6gicos causantes de la mastitis subclinica
y a cuales antimicrobianos son sensibles dichos agentes etiolégicos en vacas

lecheras del distrito y provincia de Anta, region de Cusco.



I. PROBLEMA OBJETO DE INVESTIGACION

2.1. ldentificacion de problema objeto de investigacion

Azooz et al., (2020) definen la mastitis como la inflamacion de la glandula mamaria,
es una de las patologias mas criticas dentro de los hatos lecheros a nivel mundial,
debido a su impacto econdmico, provocando enormes pérdidas no solo reflejadas
en disminucién de la produccién sino también en tasas de sacrificio.

Silva Goyes, (2021), menciona que la mastitis es una enfermedad que esta
presente en todo hato ganadero originando grandes pérdidas econémicas en la
produccion lactea; los patégenos causantes de mastitis pueden ser clasificados,
desde el punto de vista epidemioldgico, en tres grandes grupos, de acuerdo a su
origen y forma de difundir en el rebafio lechero: patégenos contagiosos, patdgenos
ambientales patégenos oportunistas.

Ademas, la resistencia bacteriana se ha convertido en una amenaza
creciente a medida que los mecanismos de resistencia se estan extendiendo por
todo el mundo. Hasta la fecha, los tratamientos antibiéticos tradicionales provocan
facilmente la aparicién de cepas resistentes (Peng et al., 2022). Se ha informado
ampliamente sobre la resistencia a antimicrobianos como penicilina, amoxicilina,
tetraciclina, amikacina, gentamicina o eritromicina. Sin embargo, segun estudios
recientes, la resistencia a los nuevos antimicrobianos ha aumentado; los perfiles
bacterianos indicaron resistencia a piperacilina, ceftazidima, cefquinoma,
tigeciclina, colistina y vancomicina. Ademas, el problema de los residuos de
medicamentos también esta aumentando (Bonardi etal., 2023). Debido a las
preocupaciones antes mencionadas, es necesaria la busqueda de alternativas
terapéuticas que no sean invasivas y no causen resistencia (Junior et al., 2023).
Las investigaciones muestran que las medicinas a base de hierbas o plantas en la
produccion ganadera se han utilizado como promotoras de la salud y para el
tratamiento de enfermedades .

Recientemente se han propuesto nuevas alternativas como péptidos,
nanoparticulas, nanocoloides o polimeros y, mas recientemente, fototerapia, todas

las cuales han demostrado eficacia .



OPS, (2021), indica que el uso indiscriminado de antibiéticos en algunos paises ha
conllevado a un aumento en el porcentaje de especies bacterianas resistentes a
diversos agentes antimicrobianos, las cuales han sido aisladas de leche procedente
de glandulas mamarias con mastitis, esta resistencia trae como consecuencia dos
aspectos importantes, el primero, una disminucion en la respuesta al tratamiento
en caso de mastitis clinica y el segundo, la transmision de bacterias resistentes a
los consumidores a través de la cadena alimentaria, mas aun cuando se consumen

productos elaborados a partir de leche cruda.

2.2. Planteamiento del problema
2.2.1. Problema general
¢, Cuales son los agentes etioldgicos causantes de la mastitis subclinica y
la sensibilidad a los agentes antimicrobianos en vacas lecheras del distrito

de Anta, provincia de Anta, regién Cusco?

2.2.2. Problemas especificos
» ¢Cudles son los agentes etiol6gicos que causan la mastitis subclinica en
vacas lecheras del distrito de Anta, region del Cusco?
» ¢A cuales antimicrobianos presentan susceptibilidad los agentes
etiolégicos que causan la mastitis subclinica en vacas lecheras del

distrito de Anta, region de Cusco?



. OBJETIVOS Y JUSTIFICACION

3.1. Objetivos
3.1.1. Objetivo General
Identificar los principales agentes etiologicos causantes de la mastitis
subclinica y la sensibilidad a los agentes antimicrobianos en vacas lecheras

del distrito de Anta, regién de Cusco.

3.1.2. Objetivos especificos
» Identificar los principales agentes etiolégicos que causan la mastitis
subclinica en vacas lecheras del distrito de Anta, region de Cusco.
» Determinar la sensibilidad antimicrobiana de los principales agentes
etiolégicos causantes de la mastitis subclinica en vacas lecheras del

distrito de Anta, region de Cusco.

3.2. Justificacion

Rollin et al., (2015) mencionan que la inflamacién de la glandula mamaria
comunmente conocida como mastitis es una enfermedad compleja por su etiologia,
patogenicidad, intensidad, duracién y secuelas. La mastitis clinica se caracteriza
por inflamacion, rubor, calor, dolor y pérdida parcial de la funcién de los cuartos o
la glandula mamaria y en la leche se observa la presencia de coagulos o grumos y
su color se torna amarillo o rojizo por la presencia de pus o de sangre; en casos
severos hay aumento de la temperatura corporal y del pulso, decaimiento, pérdida
del apetito y baja de la produccion. La composicion de la leche cambia y/o
disminuye la produccién de los diversos derivados de la misma, debido a
fragmentos de caseina que se pierden en el suero, incrementos en el pH, en sodio
y en cloruros. La mastitis representa el 16% al 26% del costo total de todas las
enfermedades en el ganado lechero, las pérdidas por mastitis son el doble de altas
gue las pérdidas por infertilidad y problemas de reproduccion, un cuarto glandular
afectado experimenta un 30% de baja en su productividad y una vaca afectada

pierde un 15% de su productividad.



Bedolla-Cedefio & Ledn (2008), sefialan que el 70 - 80% de todas las pérdidas son
asociadas con la mastitis subclinica, mientras que solo del 20 al 30% se deben a la
mastitis clinica. Se estima que un cuarto infectado produce aproximadamente 780
litros menos de leche por lactancia que un cuarto sin infeccion, esta baja en la
produccion es debido al dafio sufrido en los alveolos producto de la infeccién.

Con este estudio se pretende determinar la sensibilidad de los principales
agentes etiolégicos presentes en la leche de vacas en produccion del distrito y
provincia de Anta, region Cusco.

Los datos que se obtendrdn con este estudio, servirAn como marco de
referencia para realizar un tratamiento eficaz contra esta enfermedad presente en
la zona, asi también para tomar medidas necesarias que disminuyan la
problematica que generan cuantiosas pérdidas econémicas al sector lechero del

lugar, por la mala utilizacion de los antimicrobianos.



IV. HIPOTESIS

4.1. Hipotesis general
Los agentes etiolégicos causantes de la mastitis subclinica en vacas lecheras
del distrito de Anta, regién de Cusco es multivariado y presentan resistencia a

ciertos antimicrobianos.

4.2. Hipétesis especificas
» Los principales agentes etiolégicos causantes de la mastitis subclinica en
vacas lecheras del distrito de Anta, regiéon de Cusco son Staphylococcus
spp. Streptococcus sp y Escherichia. Coli.
» Existe sensibilidad de susceptibilidad antimicrobiana de los agentes
etiol6gicos causantes de la mastitis subclinica en vacas lecheras del distrito

de Anta, region Cusco.



V. MARCO TEORICO

5.1. Antecedentes de la investigacion o marco referencial

Demil et al., (2022) realizaron un estudio transversal en Etiopia, con el objeto de
estimar la prevalencia, identificar factores de riesgo de MSC y prueba de
susceptibilidad antimicrobiana de bacterias aisladas de cuartos de MSC.
Comprobaron la susceptibilidad a los antimicrobianos de las bacterias aisladas. Los
resultados del estudio mostraron que el 60,1% de las vacas eran CMT positivos.
Las bacterias aisladas fueron 29,5% Staphylococcus aureus y 9,3% Streptococcus
agalactiae. De las especies bacterianas aisladas, el 75,7% y el 71,4% de los
aislados de S. aureus fueron resistentes a los efectos de la penicilina y la ampicilina,
respectivamente. Streptococcus agalactiae fue resistente a los efectos de la
oxitetraciclina (76,9%), estreptomicina (61,5%) y cloxacilina (53,8%). Mientras que
la mayoria de S. aureus (98,6%) y Str. agalactiae (88,5%) fueron susceptibles a los
efectos de la gentamicina y la clindamicina respectivamente. Concluyeron que la
mastitis subclinica tenia un alto nivel de prevalencia y los patdégenos fueron
resistentes a los antimicrobianos de uso coman.

Ranasinghe et al., (2021) realizaron un estudio que tuvo como objetivo investigar la
prevalencia, los factores de riesgo de la MSC y los efectos sobre la reproduccion
de las vacas lecheras en las principales zonas productoras de leche de Sri Lanka.
La prevalencia de MSC fue de 57,5, 11,8 y 45,5% en las regiones A, By C,
respectivamente. El patdgeno mas comun fue Staphylococcus aureus, con 87,1,
56,5y 92,3% en las regiones A, B y C, respectivamente.

Ndahetuye et al., (2020) realizaron un estudio transversal con el objeto investigar
la prevalencia, los patdogenos causantes de la mastitis y su resistencia a los
antimicrobianos (RAM). Se tomaron muestras de leche de cuartos de ubre con una
puntuacion CMT =3 (escala 1-5) para andlisis bacteriolégico. Se evalud la
resistencia a los antimicrobianos en 60 aislados seleccionados de S. aureus,
encontraron una prevalencia de MSC de 37,3 % a nivel de cuarto y del 62,0 % a
nivel de vaca. De las cepas de S. aureus el 83,3 % fueron resistentes a la penicilina,

el 100 % a la clindamicina y el 20 % a la tetraciclina. En conclusion, la prevalencia
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de MSC fue alta en todos los CRL. La mayoria de los patdgenos identificados eran
de naturaleza contagiosa y presentaban resistencia a la penicilina.
Persson et al., (2011) realizaron un trabajo en granjas lecheras de Suecia, el
objetivo fue investigar el panorama microbiano y la aparicién de resistencia a los
antimicrobianos. Se analizaron los estafilococos para determinar la produccién de
betalactamasas y se evalud la presencia de resistencia en todos los patégenos
especificos de la ubre. Donde encontraron que de los aislamientos mas comunes
fueron Staphylococcus aureus (19%) y estafilococos coagulasa negativos (16%)
seguido de Streptococcus dysgalactiae (9%), Streptococcus uberis (8%),
Escherichia coli (2,9%) y Estreptococos spp. (1,9%). Hubo un mayor riesgo de
encontrar Staphylococcus aureus, Streptococcus uberis o0 Streptococcus
dysgalactiae en muestras de leche de vacas cronicamente infectadas en
comparacion con los hallazgos en muestras de leche de vacas recién infectadas.
Cuatro por ciento de los Staphylococcus aureus y el 35% de los aislados
estafilococos coagulasa negativos fueron resistentes a la penicilina G. En general,
la resistencia a otros antimicrobianos ademas de la penicilina G fue poco comun.
Por lo mismo concluyeron que Staphylococcus aureus y los estafilococos coagulasa
negativos fueron los patdgenos aislados con mayor frecuencia y la resistencia a los
antimicrobianos fue rara.
Petrovski et al., (2006) realizaron un estudio con el objetivo de comparar los
patrones de susceptibilidad antimicrobiana de tres patégenos de mastitis comunes
(Staphylococcus aureus, Streptococcus uberis y Str. dysgalactiae) aislados de
muestras de leche de Nueva Zelanda y EE. UU. Un total de 182 S. aureus, 126 Str.
uberis y 89 str. Los aislamientos de disgalactia de Nueva Zelanda (107, 106 y 41,
respectivamente) y EE. UU. (75, 20 y 48, respectivamente). La resistencia a la
lincomicina fue la mas frecuente (susceptibilidad del 8,6%) en todas las especies.
Se identificaron aislamientos no susceptibles (es decir, resistentes o intermedios)
de S. aureus para las tres penicilinas no isoxazolil (amoxicilina, ampicilina y
penicilina: 20.6% y 36.0%) y lincomicina (99.9% y 94.6).
Gitau et al., (2014), realizaron un estudio cuyos objetivos del estudio fueron: (1)
investigar la prevalencia y distribucion de mastitis clinica y subclinica en ganado
lechero en los distritos de Mukurwe-ini y Nakuru, Kenia, y (2) determinar la
sensibilidad antibacteriana de los organismos que causan la mastitis bovina en
estos distritos.
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Los resultados obtenidos durante la primera y segunda visitas mostraron que
la prevalencia de mastitis clinica es muy baja: 0,9% y 0,5%, respectivamente; El
56.0% y el 65.0% de las vacas fueron CMT positivas en al menos un cuarto y el
49.6% y el 58.7% de las vacas fueron positivas para el cultivo, respectivamente.
Otros agentes frecuentemente aislados incluido Streptococcus agalactiae, y otros
Streptococcus spp., S. aureus y S. agalactiae fueron los mas sensibles a la
gentamicina y la norfloxacina, y los menos sensibles al cotrimazol y la ampicilina.
Persson etal., (2011), realizaron un estudio con el objetivo de investigar el
panorama microbiano y la aparicion de resistencia antimicrobiana. Ademas, se
investigaron las diferencias entre vacas recién infectadas y vacas con infeccion
cronica. Las muestras de leche fueron investigadas bacteriolégicamente y se
calificaron utilizando CMT. Los aislamientos mas comunes de 590 diagndsticos
bacteriolégicos fueron Staphylococcus aureus (19%) y estafilococos coagulasa
negativos (SNC; 16%) seguidos de Streptococcus (Str) dysgalactiae (9%), Str.
uberis (8%), Escherichia (E.) coli (2,9%) y Streptococcus spp. (1.9%). Las muestras
sin crecimiento o contaminacion constituyeron el 22% y el 18% de los diagnésticos,
respectivamente. La distribucion de las bacterias mas comUnmente aisladas
considerando solo muestras bacteriologicas positivas fue: S. aureus - 31%, SCN -
27%, Str. disgalactiae - 15%, estr. uberis: 14%, E. coli: 4,8% y Streptococcus spp.:
3,1%. Hubo un mayor riesgo de encontrar S. aureus, Str. uberis o str. disgalactiae
en muestras de leche de vacas con infeccién crénica en comparacién con hallazgos
en muestras de leche de vacas recién infectadas. Staphylococcus aureus y el SCN
fueron los patdgenos aislados con mayor frecuencia y la resistencia a los
antimicrobianos fue rara.

McDougall et al., (2014) realizaron un estudio para determinar las concentraciones
inhibitorias minimas (CIM) de los antimicrobianos para los patdgenos de mastitis
comunes de las vacas lecheras en Nueva Zelanda; y evaluar el efecto de la fuente
de los aislamientos. Las concentraciones inhibitorias minimas para Staphylococcus
aureus (n = 364), Streptococcus dysgalactiae (n = 65) y Streptococcus uberis (n =
102) aisladas de muestras de leche de vacas lecheras se determinaron para una

variedad de antimicrobianos utilizando microdilucién de caldo.

La distribucion de CIM varié entre las especies bacterianas para cada
antimicrobiano.probado (p <0,001). De los aislamientos de S. aureus, 28, 2y 0.5%
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fueron resistentes a penicilina, ampicilina y trimetoprim/sulfametoxazol,
respectivamente. Para S. dysgalactiae y S. uberis aislados, 17 y 13% fueron
resistentes a trimetoprim / sulfametoxazol, respectivamente. Un aislado (1%) de S.
uberis fue resistente a la penicilina. La distribucién de la CIM de S. aureus varié con
el estado clinico, entre los rebafios y con la edad de la vaca (p <0.05). La
distribucion de CIM para S. aureus para penicilina, amoxicilina / acido clavulanico,
cloxacilina y ampicilina fue menor en los casos clinicos que en los subclinicos, y la
de amoxicilina / acido clavulanico y oxitetraciclina en aislamientos de laboratorios
veterinarios fue menor que en estudios de investigacion. Se encontro resistencia a
algunos antimicrobianos beta-lactdmicos y trimetoprim/sulfametoxazol en
aislamientos de casos de mastitis bovina.

Mendoza et al., (2017), realizaron un estudio con la finalidad de determinar la
prevalencia de mastitis, los microorganismos asociados y los factores de riesgo
relacionados en explotaciones lecheras de municipios pertenecientes a la
provincia de Pamplona (Norte de Santander, Colombia). Se realiz6 la prueba de
CMT a 1.208 cuartos provenientes de 302 animales ubicados en 108 predios. De
los cuartos positivos (de trazas a 3+), se obtuvo una muestra de leche y se realizé
aislamiento microbioloégico. Mediante un cuestionario se analizaron 64 variables Se
determiné una prevalencia individual de 54,6% (165/302) (95% CI 48,8-60,3)
animales positivos al CMT. En 67,6% (73/108) (95% CI 58,3-75,7) de los predios se
presentd al menos un animal positivo, mientras que un total de 21,6% (260/1.208)
(95% CI 19,3-23,9) de los cuartos presentaron reactividad al CMT. De las muestras
en las cuales se pudo realizar aislamiento y caracterizaciébn microbiolégica, en
74,4% se aisl6 Staphylococcus aureus, 12,3% Streptococcus agalactiae y 13,3%
coliformes.2

Bengtsson et al., (2009) realizaron un estudio con el objeto de investigar la
aparicion de la resistencia antimicrobiana adquirida en los CIM patégenos de la ubre
en Staphylococcus aureus (n = 211), estafilococos coagulasa negativos (SCN) (n =
56), Streptococcus uberis (n=113), Streptococcus dysgalactiae (n = 152),
Streptococcus dysgalactiae (n = 152) agalactiae (n = 6), Escherichia coli (n = 163)
y Klebsiella spp. (n = 42).

La presencia de resistencia adquirida se evalu6 mediante valores de corte
epidemiologicos especificos de la especie emitidos por European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST). Sin embargo, la resistencia a la
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penicilina o la meticilina en los estafilococos se evalu6 mediante la produccion de
B-lactamasa o la presencia del gen mecA, respectivamente. Los estafilococos eran
en su mayoria susceptibles a los antimicrobianos probados, pero el 7.1% de S.
aureus y el 12.5% del SCN eran resistentes a la penicilina por la produccion de -
lactamasas. La resistencia a la meticilina no se encontré en S. aureus. Todos los
Streptococcus dysgalactiae y S. agalactiae fueron susceptibles a la penicilina. Las
distribuciones bimodales de MIC para la tetraciclina en S dysgalactiae y S. uberis
indican resistencia adquirida en algunos aislamientos. Entre E. coli, 12.3% de los
aislamientos fueron resistentes a uno 0 mas antimicrobianos. Los rasgos mas
comunes fueron la resistencia a estreptomicina (11.0%), sulfametoxazol (8.6%),
ampicilina (7.4%) o tetraciclina (4.9%). Klebsiella spp., fueron resistentes a la
ampicilina y algunos aislamientos también a la tetraciclina (7,1%) o sulfonamida
(9,5%).

Cervantes etal., (2017) realizaron un estudio con el objetivo de realizar la
identificacion primaria de microorganismos patdgenos causantes de mastitis
subclinica La prueba tamiz se realiz6 por la prueba de CMT, a partir del resultado
trazas se hizo conteo de células sométicas, valores > 200,000 células/mL, se
cultivaron en medio cromogénico selectivo para Gram positivos (G+) Streptococcus
agalactiae, Streptococcus uberis y Staphylococcus aureus y Gram negativos (G-),
E. coli, Klebsiella, Pseudomona, Candida albicans y Proteus mirabilis. El 100 % de
las vacas padecian mastitis. Las frecuencias relevantes de microorganismos
fueron: G+, S. agalactiae (70.6 %), S. uberis (60.3 %) en total y en doble propésito
y ordefia manual; Pseudomona (100 %), S. aureus (59 %) en lecheria familia y
ordefia mecéanica. Klebsiella (49.5 %) y E. coli (28.5 %), este ultimo en doble
proposito y ordefia manual fueron los G- mas frecuentes.

Hoque etal.,, (2018) realizaron un estudio con el objeto de caracterizar el
Staphylococcus aureus es un agente causal comun de la mastitis bovina en hatos
lecheros en todo el mundo. De las 175 vacas seleccionadas al azar, se
detectd mastitis en 50 vacas mediante la prueba de CMT, y de
esas vacas mastiticas, se recolectaron 200 muestras de leche para el cultivo
posterior y la identificacién basada en PCR. La prevalencia de mastitis en rebafios,
vacas Yy cuartos fue de 733, 286 y 29.5% respectivamente, Yy
la mastitis subclinica (MSC) fue el tipo predominante en todos los casos. Segun la
bacteriologia, la prevalencia general de mastitis por Staphylococcus aureus
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en rebafios, vacas y cuartos fue de 72.7, 74.0 y 62.0%, respectivamente, y el
patégeno se asocié principalmente con la mastitis clinica (MC).
Amer etal., (2018) realizaron un estudio para describir la aparicion
de formas clinicas y subclinicas de mastitis en 250 bovinos de 5 granjas lecheras
alrededor de las ciudades de Santa Rosa y Machala, provincia de El Oro,
Ecuador. Se detectaron MC y MSC en 30 (12.0%) y 150 (60%) de los 250 bovinos
analizados, respectivamente. Predominio en el nivel del trimestre en la ubre fue de
57.7% (577/1,000), que fue mayor entre los cuartos delanteros (369/577; 63.9%)
gue en los cuartos traseros. De las 577 muestras de leche mastitica sometidas a
analisis microbiolégico, 35 se excluyeron debido a la contaminacién y 20 dieron
negativo. La identificacion de aislados bacterianos revelé que el 33,3% de las
muestras de 93 MC contenian coliformes, 25,8% de estafilococos coagulasa
positivos, 20,4% de estafilococos coagulasa negativos (SCN), 9,7% de
estreptococos, 7,5% de Bacillus spp. y 3,2% de Klebsiella spp. El perfil bacteriano
de las 429 muestras de leche MSC mostré que el 55,4% contenia SCN, el 22,1%
de Bacillus spp., El 9,3% de estreptococos y el 6,1% de estafilococos coagulasa
positivos. La prueba de susceptibilidad antibidtica in vitro de los aislamientos
obtenidos indic6 que todos eran susceptibles a la amoxicilina, ampicilina,
cefotaxima, enrofloxacina, sulfametoxazol-trimetoprim. gentamicina y
neomicina. No se observaron cepas resistentes a multiples farmacos.
Birhanu et al., (2017) realizaron un estudio transversal para estimar la prevalencia,
evaluar los factores de riesgo y aislar el principal agente etiolégico de
la mastitis subclinicaen la ciudad de Bishoftu. EI estudio se realizé6 en
262 vacas lactantes de raza cruzada seleccionadas de 12 granjas lecheras de
manejo intensivo. La prueba CMT y los métodos de cultivo bacteriologico se
utilizaron como herramientas de diagnostico. De las 262 vacas examinadas, 105
(40.1%) y de 1048 trimestres examinados, 170 (16.1%) dieron positivo para mastitis
subclinica usando CMT.
Al-Farha et al., (2017), realizaron un estudio con el objetivo de este estudio fue
determinar la relacion causal de Mycoplasma spp.y A. laidlawii a la mastitis y
compararlos con la MSC causada por patdgenos de mastitis convencionales de un
solo rebafio lechero en el sur de Australia; Mycoplasma spp.y A. laidlawii se
detectaron mediante PCR aplicada directamente a muestras de leche. La manada
tenia mastitis. Problema con alto recuento de células somaticas y baja tasa de
15



respuesta a la terapia antimicrobiana convencional. Encontrando los siguientes
resultados: EIl cultivo convencional mostré un predominio de estafilococos
coagulasa negativos, seguido de estafilococos coagulasa positivos, Streptococcus
spp., Enterococcus spp., E. coli y Klebsiella spp.
Abrahmseén et al., (2014) realizaron un estudio cuyo objetivo fue establecer la
prevalencia de mastitis subclinica en el ganado lechero en las zonas urbanas y
periurbanas de Kampala, Uganda, y obtener informacion sobre los patégenos y los
patrones de resistencia a los antibiéticos. El estudio se realiz6 como un estudio de
campo en 18 granjas lecheras de pequefios productores en el periurbano de
Kampala, Uganda. El resultado bacteriolégico mas comun fue la infeccién por
estafilococos coagulasa negativos (54,7%), seguido de un crecimiento negativo
(24,9%) y estreptococos (16,2%); todos los cuales (n = 34) fueron sensibles a la
penicilina. De los estafilococos probados (n= 17), la mayoria (58.9%) fue positiva
para la produccién de penicilinasa.
Sanotharan & Mylvaganam, (2016), realizaron un estudio en la region Sri Lanka-
India con el objeto de determinar la prevalencia de mastitis subclinica (MSC) en
vacas lecheras y los factores de riesgo asociados a ella. Un total de 152 vacas en
lactacion fueron elegidas al azar de 15 ranchos y examinadas mediante la prueba
de CMT, determinando una prevalencia de 43%. Por otro lado, sefialan que la
prevalencia es alta en vacas con rendimiento diario de 3-5 litros.
Zeryehun et al., (2013) determinaron en el distrito de Ababa, region Ethiopia-Africa,
la prevalencia, los patégenos bacterianos y factores de riesgo asociados a mastitis
bovina en 38 pequefias explotaciones lecheras, mediante el examen clinico y
prueba de CMT, encontraron en un total de 499 vacas cruzadas, una prevalencia
total de 74.7%, de los cuales representa el 19.6% a mastitis clinica y 55.1% a
subclinica. De acuerdo a las etapas de lactacion: Temprana, mediay tardia, se hall6
un 87.2,65.9y 73.1%, respectivamente, siendo esta variacion significativa (p<0.05).
Segun el uso de la toalla como una practica de higiene, se obtuvieron tasas de
infeccion de 62.9% en los lugares donde la usaban y 79.7% en las que no la usaban,
de la misma manera, los lugares de buenas condiciones higiénicas mostraron una
tasa de infeccion de 59.6% frente a las de pobres condiciones higiénicas (82.6%).
Rodriguez-Pérez & Mufioz-Ganoza, (2017) realizaron un estudio con el objeto de
determinar la frecuencia y susceptibilidad antimicrobiana de bacterias causantes de
mastitis en bovinos de un establo del distrito de Conache, Trujillo, Peru Las
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bacterias gram negativas mas frecuentes fueron E. coli (28%) y Klebsiella sp.
(24%), y la bacteria gram positiva mas frecuente fue Staphylococcus aureus (16%).
Pseudomonas aeruginosa fue resistente a la mayoria de antibioticos, excepto a la
eritromicina (susceptibilidad intermedia). E. coli presentd susceptibilidad intermedia
a la eritromicina y resistencia a la oxacilina y rifampicina. Staphylococvcus aureus
present6 susceptibilidad intermedia a la clindamicina y eritromicina y resistencia a
la ampicilina.

Colque-Cruz, (2015), realizdé un estudio en el distrito de Chamaca, provincia de
Chumbivilcas, Cusco-Peru, para determinar la prevalencia de MSC en vacas Brown
Swiss, mediante la prueba de CMT, se encontr6 en un total de 136 una prevalencia
de 19.85%, que estuvo influenciada por el nimero de parto, de la siguiente manera,
0.00, 0.74, 2.94, 5.88, 5.15, 2.20, 1.47 y 1.47% de prevalencia para vacas del
primer, segundo, tercero, cuarto, quinto, sexto, sétimo y octavo a mas partos,
respectivamente (P>0.05), para los meses de lactacién se encontro 4.41, 8.82 y
6.62% para 1 a 3 meses, 4 a 6 meses, y de 7 a 9 meses de lactacion,
respectivamente (P>0.05), mientras que en los cuartos mamarios se encontr
18.52, 11.11, 33.33 y 51.85 % para el anterior derecho, anterior izquierdo, posterior
derecho y posterior izquierdo, respectivamente (P<0.05).

Santivafiez-Ballon et al.,(2013) realizaron un estudio en el distrito de Tamburco,
provincia Abancay-Apurimac-Pera, en 209 bovinos de produccion determinaron la
prevalencia y los factores asociados a la mastitis subclinica, utilizando la prueba de
CMT, hallaron una prevalencia de 72.25%, que estuvo influenciada por la raza,
edad e higiene de mano, al analizar con el modelo de regresion logistica,
determinan dos veces mas riesgo a la mastitis subclinica en vacas de raza Holstein
(OR = 2.117) que en otras razas, y en vacas con ausencia de higiene de manos
antes del ordefio (OR =2.096) que en vacas donde se realiza esta higiene, mientras
tanto la edad de 3 a 4 afios de las vacas (OR = 0.396) fue un factor de proteccién

gue aquellas mayores a 4 afios.

Quezada & Morales-Cauti, (2022), realizaron un estudio con el objetivo de

determinar la resistencia antibidtica de bacterias aisladas de cuadros de mastitis

subclinica en cuatro establos lecheros del distrito de Lurin, Lima - Perd, el afio 2017.

Se evaluaron 586 vacas Holstein sin cuadros de mastitis clinica durante la estacion

de verano, mediante la prueba de CMT. Se colectaron muestras de leche de los
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cuartos que resultaron positivas al CMT (+, ++, +++) y se procedié al cultivo
bacterioldgico (agar sangre y agar McConkey) y se realizaron pruebas bioguimicas.
Se evalud la resistencia microbiana a ocho antibidticos utilizando la prueba de
sensibilidad Kirby-Bauer. Se encontré 43.7% (256/586) de vacas con mastitis
subclinicas y 12.4% (291/2344) de cuartos mamarios afectados. Las bacterias
aisladas con mayor frecuencia fueron Klebsiella oxytoca (20.2%), Enterobacter
cloacae (12.1%), y Streptococcus agalactiae (9.1%). Se observd resistencia a
antibidticos en K. oxytoca a penicilina, cefalotina, amikacina, estreptomicina,
tetraciclina, gentamicina, cefalexina y enrofloxacina entre un 62.9% y 91.9%. Las
cepas de E. cloacae presentaron 100% de resistencia a la penicilina y para
cefalotina, amikacina, estreptomicina, tetraciclina, gentamicina, cefalexina y
enrofloxacina, entre 86.5% y 97.3%. En los aislados de S. agalactiae la resistencia
observada a la penicilina, cefalotina, estreptomicina, tetraciclina, gentamicina,
cefalexina y enrofloxacina estuvo entre el 10.7% y 82.1%. Para la amikacina la

sensibilidad registrada fue del 100%.

Najarro, (2024), realiz6 un estudio con el objetivo de identificar los agentes
patdgenos que generan la mastitis clinica y subclinica en hatos Brown Swiss de
produccion lactea ubicados en Melgar, Puno, Perd. Se realiz6 un estudio
transversal en 171 vacas en lactacién, empleandose la prueba de CMT para el
diagndstico de mastitis subclinica y la prueba de fondo negro para la mastitis clinica.
Se tomaron muestras de leche de vacas con mastitis clinica y subclinica (2+y 3+);
para la identificacion de los patdégenos se realiz6 cultivos, microscopia, pruebas
bioquimicas y para la resistencia antimicrobiana se determiné por el método de
Kirby-Bauer. La frecuencia de mastitis subclinica fue de 42.1% (72 vacas con 55
cepas) y de mastitis clinica 2.92% (5 vacas con 8 cepas). La frecuencia de los
patégenos identificados en mastitis subclinica fueron de Staphylococcus aureus
52.7%, Staphylococcus intermedius 23.6%, Staphylococcus hyicus 12.7%,
Staphylococcus sp. 7.3% y Streptococcus uberis 3.6%; y en mastitis clinica fue de
S. aureus 50%, S. intermedius 25% y S. hyicus 25%. El antibiograma determin6 una
resistencia antimicrobiana para neomicina de 32.3 %, penicilina g de 17.1%,
oxitetraciclina de 25.3%, cefalexina de 7%, amoxicilina con &cido clavulanico de
4.4%, ceftriaxona de 10.1%, enrofloxacina de 0.6%, ceftiofur de 1.9% y ceftazidima
de 1.3 %, no hubo resistencia con gentamicina, florfenicol, sulfatrimetropim y
18



estreptomicina. S. aureus, S. intermedius y S. hyicus fueron los principales
patdgenos en mastitis clinica y subclinica bovina, con alta frecuencia y resistencia
antimicrobiana. La sensibilidad in vitro a neomicina, oxitetraciclina y penicilina G fue
ineficiente, mientras gentamicina, florfenicol, sulfatrimetropim y estreptomicina

resultaron efectivos.

5.2. Bases teoricas

5.2.1. Anatomiay fisiologia de la glandula mamaria

Nickerson & Akers, (1985), sefialan que la ubicacion de la glandula mamaria
es la region inguinal, consta de cuatro cuartos mamarios, funcionalmente cada
glandula es una entidad por separado, el interior de cada cuarto mamario consta
de un tejido secretor, cisterna del pezén, cisterna de la glandula y numerosos
conductos galactoforos. El tejido secretor o porcién glandular esta rodeada por una
capsula de tejido conectivo que forma parte del aparato suspensorio mamario,
cuyas prolongaciones laminares penetran en el interior y dividen el parénquima en
I6bulos y por medio de ellas los vasos y nervios alcanzan el interior de la glandula
mamaria. La glandula mamaria contiene millones de sacos microscopicos
denominados alveolos en cada alveolo estd incluido las células epiteliales
(lactocitos) que también estd rodeada de capilares sanguineos y células
mioepiteliales, ademas se presentan en grupos encapsulados por tejido conjuntivo
(115 a 220 alvéolos) y tienen un tamafio de 7-8 mm de diametro y forman los
lobulillos, la separacién entre lobulillo y lobulillo es por medio de tejido conectivo
intralobulillar y conjunto de lobulillos dentro del tejido conectivo forman lobulos.
Farinango, (2015) menciona que la leche se forma por sustancias sanguineas que
pasan hacia los alvéolos mamarios, especificamente los lactocitos son los
encargados de la sintesis, posteriormente la leche es drenada a los espacios
alveolares y terminan desembocando en la cisterna glandular. Este dltimo se
comunica con la cisterna del pezon, a través de una constriccion formada por un
anillo de vasos venosos denominado roseta.

Nickerson & Akers, (2011), mencionan que para facilitar la retirada de la
leche, las células mioepiteliales que rodean a los alvéolos y los conductos se

contraen en respuesta a la oxitocina; la estimulacién del pezén, bien por la succion
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de la cria o por la estimulacion manual del lavado previo al ordefio, genera un
estimulo neuroendocrino, el cual es transportada a lo largo de la médula espinal
hasta el hipotdlamo, donde se produce la estimulacion de las neuronas de los
ndcleos  supradptico 'y paraventricular 'y bajo el reflejo tracto
hipotalamamohipofisario, la neurohipofisis sintetiza y libera la oxitocina. El estrés o
la excitacion, puede inhibir la liberacion de oxitocina de la hipdfisis o la union de la

oxitocina a las células mioepiteliales, lo que evita la eyeccidn de leche.

5.2.2. Estructura del pezén

Philips, (2003), indica que la estructura del pezon es la primera linea de
defensa contra la mastitis, esté recubierto por epitelio estratificado escamoso, cuya
superficie contiene una gran cantidad de tejido queratinizado muerto lo que supone
un medio hostil para el crecimiento bacteriano. En el apice tenemos un canal de 8-
12 mm rodeado por un esfinter (musculo liso) que se cierra antes de haber pasado
20-30 minutos tras el ordefio, la efectividad de la defensa esta relacionado con el
diametro del conducto del pezén, profundidad, constitucion y distribucion de la capa
de queratina. La queratina es producida continuamente por células epiteliales que
recubren el conducto galactéforo del pezon, su funcidén es taponar fisicamente el
conducto y atrapar a los microorganismos invasores mediante interacciones
electrostéticas y por ser una sustancia cerosa limita la disponibilidad de humedad
para las bacterias colonizadoras, se ha determinado que en las vacas de alta
produccion puede haber una pérdida excesiva de tejido epitelial queratinizado en el
interior del canal del pezon, lo que reduce sus propiedades protectoras entre

ordenos.

5.2.3. Clasificacion de la mastitis bovina

Cobirka etal., (2020) menciona que la mastitis se puede clasificar segun las
caracteristicas clinicas, en mastitis clinica y mastitis subclinica. El primero se
caracteriza por la presencia de escamas, coagulos o secreciones acuosas en la
leche. Generalmente los cuartos infectados estan hinchados, calientes y dolorosos.
En algunos casos clinicos agudos se pueden encontrar signos generales
(hipertermia, anorexia y depresion). Las consecuencias son graves, provocando la

muerte de la vaca o agalactia, lo que lleva a un sacrificio prematuro y una
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disminucién de la produccion de leche. La duracion subclinica dura mas que la
clinica y la infeccion permite la propagacion de patdégenos dentro del rebafio
(recuento de células somaticas). El segundo la mastitis subclinica es mas dificil de
diagnosticar debido a la falta de signos evidentes en la leche o en los animales. Sus
principales sintomas estan relacionados con un aumento del recuento de células
somaticas y una disminucion de la produccion de leche. La duracion subclinica dura
mas que la clinica y la infeccion permite la propagacion de patdgenos dentro del
rebafio.

Ashraf & Imran, (2020), mencionan que las lesiones mecanicas asociadas con el
ordefio mecéanico pueden provocar dafios graves en los cuartos, lo que los hace
mas vulnerables, ascendiendo a infecciones debido al dafio a la queratina o a las
membranas mucosas que recubren los senos del pezoén.

Ramirez et al., (2014) sefalan que estan muy relacionadas las malas préacticas
higiénicas, como la ubre sucia al inicio del ordefio. Ademas, las vacas Holstein son
mas susceptibles a sufrir mastitis que otras razas. Los desequilibrios dietéticos
también estan relacionados con los casos de mastitis.

Pérez et al., (2020), determino que vacas con siete 0 mas partos presentaron
mayor prevalencia de mastitis. Los dias de lactancia también pueden aumentar la
prevalencia de la enfermedad.

Ashraf & Imran, (2020b), sefialan que la etiologia no estd completamente descrita;
hasta la fecha, casi 200 microorganismos estan asociados con la mastitis, y
continuamente se detectan e informan nuevos patdgenos, incluidos levaduras,
hongos, virus y bacterias.

Ashraf & Imran, (2020b), sefialan que en los dltimos afios se han reportado tasas
de morbilidad mas altas causadas por mastitis micética en el ganado vacuno. Un
estudio reciente detectd levaduras zoonoticas, incluidas Candida albicans vy
Kodamaea ohmeri Awankdar. Otras especies de Candida fueron reportadas C.
guilliermondii, C. famata, C. tropicalis, C. colliculosa, C. krusei, C. rugosa, C.
glabrata, C. parapsilosis, C. inconspicua; Trichosporon sp., Rhodotorula glutinis,
Saccharomyces fragilis; Pichia kudriavzevii, Cyberlindnera rhodanensis.

Dalanezi et al., (2018); Hayashi et al., (2013); Ksouri et al., (2015); Zhou et al.,
(2013), encontraron especies de moho Aspergillus amstelodami, A. fumigatus,

Geotrichum candidum, Prototheca zopfii y Prototheca blaschkeae.
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Mastitis viral

Es probable que la inmunosupresion inducida por virus sea la base de la mastitis.
Se ha informado que el herpesvirus bovino 1, el virus de la fiebre aftosa y el virus
de la parainfluenza causaron mastitis clinica, y el herpesvirus bovino 4 causa
mastitis subclinica. Por otro lado, las lesiones en los pezones asociadas con el
herpesvirus bovino 2, la viruela vacuna, el pseudovirus de la viruela vacuna, la
fiebre aftosa, el virus de la estomatitis vesicular, el virus del papiloma y el virus de
la leucemia bovina contribuyen indirectamente a la mastitis (Cuesta et al., 2020;
Herlekar et al., 2013)

Mastitis bacteriana

Las bacterias son los agentes etiol6gicos mas comunes y prevalentes
asociados con la mastitis. M&s de 150 bacterias Gram positivas y Gram negativas
se identifican como patdégenas de mastitis, que se pueden dividir en contagiosas
(propagadas desde otros lugares infectados) y ambientales (entorno circundante)
(Ashraf & Imran, 2020b; Cobirka et al., 2020; Ndahetuye et al., 2020; Ruegg, 2009).

Ashraf & Imran, (20202); Cobirka et al., (2020); Cvetnic et al., (2016), sefialan
gue la ubre sirve como reservorio de patégenos contagiosos que se transmiten de
los pezones infectados a los no infectados durante el proceso de ordefio. Incluyen
principalmente Mycoplasma bovis, Streptococcus agalactiae y Staphylococcus
aureus.

Se informd una mayor incidencia de S. agalactiae aislada de vacas con
mastitis. Debido a esto, muchos paises consideran que este patégeno es
predominante entre otros patdgenos contagiosos. A pesar de esto, un numero
diverso de informes todavia considera a S. aureus como el agente contagioso mas
prevalente asociado con la mastitis, ya que esta bacteria persiste dentro de la ubre
(Lamari et al., 2021; Rainard et al., 2018).

Otro patdgeno contagioso menos comun es M. bovis, aunque pocos estudios
reportan su prevalencia. Sin embargo, los brotes debidos a M. bovis se estan
volviendo comunes y se consideran la especie de micoplasma mas prevalente que
causa mastitis bovina en todo el mundo (Gelgie et al., 2022; Liu et al., 2020). Por
otro lado, los patbgenos ambientales se transmiten a través de las heces, el
ambiente interior y los pastos, siendo los mas comunes E. coli, Klebsiella
pneumoniae y Streptococcus uberis (Klaas & Zadoks, 2018).

22



E. coli es el coliforme Gram negativo mas comun responsable de causar
mastitis clinica ambiental debido principalmente a su alta variabilidad genotipica
(Alawneh et al., 2020).

Cheng et al., (2021); Fu et al., (2022), indican que K. pneumoniae es la segunda
causa mas comun de mastitis bovina y se considera la mas perjudicial en la
disminucién de la produccion y calidad de la leche, asi como en términos
econdémicos. Aunque esté clasificado como un patdégeno ambiental, también se ha
descubierto que se transmite de vacas infectadas a vacas sanas.

Abureema et al., (2014); Monistero et al., (2021) mencionan que Streptococcus
uberis causa aproximadamente un tercio de todos los casos de infeccion
intramamaria en vacas en todo el mundo, invadiendo el canal del pezén después
del ordefio o después de sufrir dafios. Un estudio reportd micobacterias como
agentes causantes de mastitis, se identificaron dos cepas como Mycobacterium
fortuitum Il y Mycobacterium margeritense, las cuales son resistentes a la

claritromicina (Cvetnic et al., 2022).

5.2.4. Mastitis subclinica

La mastitis subclinica es un proceso multifactorial donde se conjugan,
factores propios del animal, agente causal, ambiental, manejo y se incluyen las
técnicas de ordefio, los cuales juegan un papel determinante en la presencia de la
mastitis; una técnica inadecuada de ordefio es caracterizada por pobres
condiciones higiénicas, falta de desinfeccion en el pre-ordefio y ordefios
prolongados, estas condiciones conllevan a una probabilidad entre 70 a 80% de los
casos, (Gomez-Sanz et al., 2013).

La duracioén de la mastitis subclinica depende del microorganismo causal y
de la eficacia de los mecanismos de defensa del huésped (Reyes & Arguello,
(2015). No presentan signos clinicos ni cambios en el aspecto de la leche, es
detectable solamente por ensayos que demuestren un alto recuento de células
somaticas (RCS), (Deng et al., 2015).

5.2.5. Etiologia
Los patdgenos causantes de mastitis subclinica segun su orden de importancia:
Staphylococcus aureus, Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae,

Streptococcus agalactiae, Escherichia coli y Klebsiella.(Islam et al., 2016). Mientras
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tanto (Acufia & Rivaneira, 2008), clasifica a los patdbgenos causantes de la mastitis

subclinica de la siguiente manera:

v' Patégenos contagiosos: Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus,
Corynebacterium bovis, Mycoplasma spp.

v' Patdgenos ambientales: Escherichia coli, Enterobacter spp, Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella spp.

v' Patégenos oportunistas: Staphylococcus aureus, Staphylococcus intermedius,

Staphylococcus hyicus, Staphylococcus chromogenes.

5.2.6. Mecanismos de defensa de la glandula mamaria
5.2.6.1. Lainmunologia de la glandula mamaria de la vaca

Sordillo, (2005), menciona que la ubre es el 6rgano productor de leche de los
animales lecheros; por lo tanto, para una produccién 6ptima, debe estar saludable.
La mastitis es la respuesta inflamatoria del tejido de la glandula mamaria (GM) a
cambios fisiologicos y metabdlicos, traumatismos y alergias y, con mayor
frecuencia, a lesiones causadas por diversos microorganismos. La mastitis se
considera la mayor amenaza para la industria lactea desde tres perspectivas:
econOmica, higiénica y legal. La inflamacién de la glandula mamaria, acompafiada
de cambios inmunoldgicos y patoldgicos en el tejido de la GM, ocurre en diferentes
grados de intensidad y resulta en una amplia gama de consecuencias en cuanto a
alteraciones fisicas, quimicas y, a menudo, microbiol6gicas de la leche secretada.
Sordillo, (2005), mencionan que las funciones inmunes adecuadas son
esenciales para la defensa del huésped contra las inflaciones intramamarias. La
inmunidad de la GM depende de la compleja combinacion y coordinacion de
elementos protectores especificos e inespecificos, incluidas las caracteristicas
anatomicas de la glandula, asi como los componentes de defensa celular y
humoral. Sin embargo, la defensa inmune de GM varia segun las diferentes etapas
de la lactancia en los animales lecheros y tipicamente se deprime con la exposicion
al estrés y alrededor del secado y el parto, lo que aumenta la susceptibilidad a la
mastitis.
Tommasoni et al., (2023) sefialan que se ha acumulado un considerable conjunto
de evidencia que sugiere que la mastitis es un complejo multifactorial, y que varios
factores ambientales y de manejo deben interactuar para aumentar la exposicion

del huésped a los patdégenos de la mastitis, reducir la resistencia natural de los
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animales a las enfermedades o ayudar a los patégenos a ingresar al medio. Entorno

de GM para causar infeccion.

5.2.6.2. El sistema de defensainmune MG y sus componentes relacionados
Sistema de defensa de la piel del pezén y del canal del pezén

Paulrud, (2005); Sordillo et al., (1997); Zecconi et al., (2000), mencionan que el
principal mecanismo de defensa de la MG esta representado estructuralmente en
el canal del pezon, que actia como barrera fisica y fuente de sustancias
antimicrobianas. La barrera fisica la proporciona el esfinter de musculo liso que
rodea el canal del pezon, que impide el escape de la leche y constituye una
barricada contra la entrada de diferentes patdogenos al mantener un cierre
hermético. La defensa antimicrobiana, por otra parte, consta de varios
componentes. Normalmente, la piel sana del pezdn esta recubierta con un manto
protector de &cidos grasos (AG) que retardan el crecimiento de bacterias patégenas
(T. Sharma et al., 2017). Ademas, el epitelio escamoso estratificado del conducto
del pezon produce queratina, un material ceroso que recubre el canal del pezon,
gue atrapa las bacterias invasoras y dificulta la migracion de microorganismos hacia
la cisterna de la glandula.

Paulrud, (2005) indica que la queratina contiene agentes antimicrobianos que
ayudan a combatir las infecciones. Esta queratina esta compuesta por:

v" Primero: AG bacteriostaticos de tipo esterificado y no esterificado, como los
acidos laurico, miristico, palmitoleico y linolénico.

v' Segundo: Proteinas fibrosas, que se unen electrostaticamente a los
microorganismos, alterando la pared celular y haciéndola mas susceptible a
cambios de presién osmatica y, por tanto, a lisis y muerte.

Hibbitt & Benians, (1971) descubrieron que las proteinas catidnicas tienen un efecto
inhibidor contra algunos patdgenos como Staph. aureus y S. agalactiae, que era
igual al de las proteinas aisladas de neutrdfilos bovinos.

Bitman et al., (1991) han demostrado que el contenido de lipidos y la composicion
de la queratina del conducto del pezon varian a lo largo del proceso de ordefio,
entre animales lactantes y de leche seca. Se descubrié que la MSC no afecta el
contenido de lipidos de la queratina del conducto del pezén, mientras que se
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demostré que la MC esta asociada con niveles significativamente mas altos de
lipidos totales.

Miller et al., (1992) recientemente han documentado funciones centinela del pezén
frente a patdégenos invasores, ya que el tejido del canal del pezén respondio rapida
e intensamente, con expresion de varios receptores tipo Toll (RTL) y produccion de
citoquinas y péptidos antimicrobianos. Ademas, los AG libres en la leche de los
cuartos clinicos contenian menos AG de cadena corta, mientras que los AG
poliinsaturados eran significativamente méas altos o con composicion lipidica similar

de cuartos no infectados y segun la gravedad de la Inflamacion Intramamaria (IMI).

Inmunidad innata y adaptativa (adquirida)

Sordillo et al., (1997), mencionan que La GM normalmente est4 protegida por
respuestas inmunes (RI) tanto innatas como adaptativas, que se coordinan y
operan juntas para proporcionar una defensa optima contra las infecciones. Las Rl
también facilitan la presencia transitoria constitutiva o aguda de una amplia gama
de componentes relacionados con el sistema inmunologico en la leche. El sistema
inmunologico adaptativo (SIA) responde con mayor solidez a las amenazas a las
gue ha estado expuesto anteriormente, sin embargo, tarda en responder a nuevas
amenazas (Riollet et al., 2000). Por el contrario, el sistema inmunoldgico innato (Sll)
es la primera linea de defensa contra los patdgenos una vez que han penetrado la
barrera fisica del canal del pezén y antes de que el SIA entre en juego, y evoluciona
hasta convertirse en una defensa altamente eficaz del huésped (Akira et al., 2006;
Akira & Takeda, 2004; Bannerman et al., 2005).

Este proceso esta mediado por varias cascadas de transduccion de sefiales
intracelulares que desencadenan una regulacién positiva aguda de varios
componentes inmunes innatos, incluidos diferentes leucocitos, moléculas de

adhesion y citocinas (Stelwagen et al., 2009).

5.2.7. Fisiopatologia de la mastitis

5.2.7.1. Fase de invasion de pezon
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Alvarado-Montenegro, (2006) indica que los patégenos atraviesan el canal del
pezon a través de dos mecanismos: el primer mecanismo se relaciona con la
extraccion de la leche, donde en forma pasiva los gérmenes ingresan por reflujo y
el segundo mecanismo, consiste en la penetracion activa de gérmenes. Luego del
ordefio el canal del pezén permanece dilatado por 20-30 minutos, inclusive el canal
del pezon dafiado puede permanecer parcialmente o permanentemente abierto y
los microorganismos presentes en el medio ambiente (materia fecal, cama, etc.) o
aquellos que se encuentran en lesiones de la piel y en la punta del pezén pueden
invadir facilmente el canal del pezén.

Kremer et al., (1990), mencionan que, en la etapa temprana de invasion de la
cisterna del pezon, los patdégenos invasores tienen que vencer la accion repulsiva
del ordefio, ademas tiene que enfrentarse a algunos mecanismos inmunoldégicos,
especialmente en la region distal de la roseta Furstenbergs, donde hay una

infiltracion de polimorfonucleares (PMN).

5.2.7.2. Fase de infeccion

Kenneth, (2011) indica que el primer evento imprescindible durante el proceso de
infeccidon de un patdgeno es la adherencia a las células de la glandula mamaria, las
bacterias y células hospedadoras poseen una carga neta negativa en la superficie
y por lo tanto repelen las fuerzas electrostaticas, estas fuerzas son vencidas por
acciones hidrofobas, cuanto mas hidréfoba sea la superficie de la célula bacteriana
mayor es su adherencia a la célula hospedadora. Asimismo, los patdégenos estan
dotados de adhesinas y pilosidades, las pilosidades a menudo fijjan manosa y la
fibronéctina que se encuentran en las superficies de las células hospedadoras, esta
interaccion es potenciada por la adhesina/receptor. Entre las propiedades
antifagociticas se tiene a capsulas polisacéaridos y factor H, la capsula polisacarido
interfieren con la deposicion del complemento en la superficie de la célula
bacteriana al fijar los reguladores del complemento (C3b) y el factor H acelera la
degradacion de complemento (C3b), con ello elimina el dafio directo por parte del
complemento y hace que los receptores reconocidos por la fagocitosis no se
encuentren disponibles, el patégeno engullido por un fagocito es incapaz de
multiplicarse alli, pero aun tiene oportunidades de sobrevivir si mata a la célula
hospedadora, para ello desactiva el potencial mortal del fagocito y reduce el nUmero

de defensores disponibles para inhibir a otros invasores bacterianos, reduciendo
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los procesos celulares normales de citocinas y quimiotacticos que indican muerte
necrotica. El Staphylococcus aureus produce coagulasa, un factor de aglutinacion,
se une de manera no enzimatica al fibrinbgeno, generando agregacion de las
bacterias, que también contribuye a depositar fibrina en la superficie alterando su
ingestion por las células fagociticas o su destruccién dentro de tales células por
tanto, la produccion de coagulasa se considera sinénimo del potencial patdégeno
invasor, también Staphylococcus spp, streptococcus spp producen hialuronidasas,
esta enzima hidrolizan acido hialurénico, componente de la sustancia base del

tejido conjuntivo y ayudan a su diseminacién de los patégenos en los tejidos.

5.2.7.3. Fase de inflamacion

Los macrofagos residentes en la glandula mamaria, estimulados por
patdogenos invasores o por LPS en su etapa inicial producen sustancias
quimiotacticas y citosinas proinflamatorias que conducen al desarrollo de una
reaccion inflamatoria local (Zadoks & Fitzpatrick, 2009). La inflamacion que
involucran cambios en el flujo sanguineo local con un influjo de leucocitos
polimorfonucleares (PMN) con afluencia de componentes de suero (complemento,
inmunoglobulinas, lactoferrina, etc.) y con la produccion de sustancias que
producen dafo celular (Kremer et al.,, 1990). Por lo tanto, la efectividad de este
sistema depende de la prontitud y la magnitud de la migracién de
polimorfonucleares (PMN) a la ubre (quimiotaxis), la opsonizacién y las actividades
fagociticas y bactericidas de estos PMN fagocitan tés. Se ha determinado que la
intensidad de la respuesta inflamatoria determina si la mastitis es clinica o
subclinica, ello dependera de los mecanismos de defensa, si la infeccién se
combate con rapidez y eficacia, la mastitis sera leve y transitoria, pero cuando los
mecanismos de defensa se ven alterados o el microorganismo es capaz de evadir
las defensas normales, puede aparecer una mastitis grave o crénica (Craven &
Williams, 1985).

5.2.7.4. Fase de destruccién de tejido alveolar
Reyes & Arguello, (2015), mencionan que a medida que la enfermedad
progresa el numero de células somaticas en la leche se eleva y se asocia con una

reduccion permanente en la produccion debido a las sustancias liberadas por el
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sistema inmune que produce congestion capilar, edematizacion del tejido secretor

y obstruccion de los conductos intralobulares que conducen a una lisis de las

células alveolares y su reemplazo por tejido conectivo afuncional.

5.2.7.5. Control de la mastitis subclinica

Gomez-Quispe et al., (2015) indican que la infeccién por Streptococcus agalactiae,

Staphylococcus aureus y Corynebacterium bovis, etc., se puede controlarse

poniendo en practica 7 puntos criticos en una rutina de ordefio:

>

A\

El ordefio se debe de realizarse en un ambiente limpio, evitar el estrés en los
animales.

Realizar la higiene de las manos y de los pezones.

Prevenir dafio de los pezones durante el ordefio.

Realizar el despunte o eliminacion de los primeros chorros y deteccion
temprana de mastitis clinica y subclinica.

Siempre secar con tollas individuales y desinfectar los pezones con solucion
desinfectante que contenga yodo.

Se debe realizar el sellado de pezones con productos desinfectantes de buena
calidad que limiten el contagio y protejan la piel del pezoén.

Al finalizar el ordefio los animales deben permanecer parados para permitir que
se cierre el esfinter del pezén, antes de que la ubre entre en contacto con

microorganismos, para tal efecto se debe ofrecer alimento al animal

5.2.7.6. Medidas de control en el futuro

Philips, (2003), indica que, en el futuro, el control tendré que basarse, en mayor

medida, en las medidas preventivas que en el uso de antibidticos y lo recomienda

las siguientes actividades:
1.
2.
3.

Minimizar el contacto entre la vaca y las heces/purines.

Evitar los pastos y los caminos embarrados.

Eliminar a las vacas que se tumben en los pasillos en lugar de hacerlo en los
cubiculos o en los establos con lecho de paja.

Mejorar el disefio de los cubiculos para potenciar que las vacas los utilicen.

Adiestrar a las vacas para que utilicen los cubiculos.
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5. Limpiar los cubiculos regularmente y mejorar la provision de lecho para reducir
la contaminacién bacteriana del mismo. Limpiar la sociedad que queda entre

grupos de vacas durante el ordefio.

5.2.7.7. Prueba de California Mastitis Test (CMT)

Farinango, (2015) indica que con la prueba de CMT sélo se estima el nUmero
de células somaéticas, la leche de una vaca tiene menos de 100 000 células
somaticas/ml de las cuales menos de 10% son polimorfonucleares, de 66-88%
macrofagos, de 10-27% linfocitos y menos de 7% son células epiteliales, pero
cuando se presenta la enfermedad los neutréfilos se incrementan
exponencialmente dependiendo de grado de infeccion como mecanismo de
defensa, se fundamentada en la capacidad que tiene el reactivo Lauril Sulfato de
Sodio de formar el gel en presencia de ADN celular convirtiéndose en un recuento
celular indirecto de células sométicas.

Conlago, (2013) indica que a mayor presencia de células somaticas se liberaran
una mayor concentracion de ADN, por tanto, mayor sera la formacion de la gelatina,
traduciéndose en nuestra lectura e interpretacion del resultado como el grado mas
elevado de inflamacion, es decir permite determinar la respuesta inflamatoria en
base a la viscosidad del gel que se forma al mezclar el reactivo con la misma
cantidad de leche en una paleta con cuatro pozos independientes y siendo una
técnica que permite evaluar cada cuarto independiente con una sensibilidad de 97%
y una especificidad del 93%, sus ventajas principales son: es una técnica muy
sensible, el material extrafio no interfiere con la prueba (pelo u otro material), la
prueba es simple y no requiere de equipo costoso, la paleta es facil de limpiar
después de cada uso, pueden presentarse falsos positivos en leche de animales

con menos diez dias de paridos o en vacas préximas a secarse.

5.2.7.8. Células somaéticas

Olechnowicz & Jaskowski, (2012), mencionan que las células somaticas son células
corporales que estan conformadas por leucocitos y células epiteliales, migran
desde la sangre a los tejidos y conductos de la glandula mamaria, en respuesta
defensiva contra una lesion inflamatoria generalmente de tipo infecciosos de la

glandula mamaria y son un indicador directo de mastitis, se encuentran constituidos
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en mayor proporcioén por neutrdéfilos (50-90%), macréfagos (10-35%), linfocitos (1-

20%) y células epiteliales (0-2%).

5.3. Marco conceptual

Ruegg, (2017); Taponen etal., (2017), mencionan que la mastitis, que es la
inflamacion de la ubre y los pezones, existe en dos formas principales: mastitis
clinica y subclinica. La mastitis clinica, que es menos prevalente, se caracteriza por
signos sistémicos en la vaca y anomalias visibles en la ubre y la leche. Por el
contrario, la mastitis subclinica es mas comun y resulta en una produccion reducida
de leche sin signos clinicos observables o anomalias en la ubre o la leche. Por esta
razon, la mastitis subclinica es dificil de diagnosticar, persiste por mas tiempo en el
rebafio y se asocia con mayores pérdidas en comparacion con la mastitis clinica.
Motaung et al., (2017) indican que se ha documentado una amplia gama de
microbios como agentes causantes de mastitis a nivel mundial. Estos incluyen
bacterias tanto contagiosas como ambientales, ademéas de hongos, algas y virus,
las bacterias son las principales causas de mastitis y se han informado mas de 140
especies patdgenas diferentes. Los estudios basados en evidencia han demostrado
una variacion significativa en la distribucion de mastitis y patdgenos que causan
mastitis entre paises, regiones y granjas. Estas variaciones estan influenciadas por
las practicas de gestion agricola y factores ambientales regionales.

Anteriormente, los estudios habian documentado los principales patégenos
de la mastitis, como Staphylococcus aureus , Streptococcus agalactiae y coliformes
. Sin embargo, estudios actuales realizados por varios académicos han informado
de un cambio de los agentes causantes de la mastitis de los patégenos principales
a patdgenos menores como el estafilococo coagulasa negativo y otros bacilos.
Estos informes han demostrado que estos patdgenos menores pueden estar
desempefiando un papel importante en la patogénesis de la mastitis y varian de un
rebafio a otro. Por lo tanto, esta transicion justifica una revision de las medidas

tradicionales de control y prevencion de la enfermedad (Piessens et al., 2011).

La pronta identificacion y comprension de la diversidad de patégenos
asociados con la mastitis son esenciales para una prevencion y control efectivos (Bi
et al., 2016).
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5.4. Terminologia

Conlago, (2013) define los siguientes términos de la siguiente manera:

Antibidtico: Se define como una sustancia quimica producida por un
microorganismo capaz de inhibir el desarrollo de microorganismos ajenos.
Antibiéticos bactericidas: Ejercen una accion letal e irreversible sobre el
microbio.

Antibiéticos bacteriostaticos: Inhiben el crecimiento, pero no matan al
microorganismo, permitiendo que las propias defensas del huésped pueden
eliminar a las bacterias.

Sensible: Indica que la infeccion ocasionada por la cepa para la que se ha
determinado la CMI o su correspondiente halo de inhibicion puede tratarse
de forma adecuada empleando las dosis habituales de antimicrobiano, en
funcién del tipo de infeccion y de la especie considerada.

Intermedio: Indica que el halo de inhibicién traducido en valores de CMI se
aproxima a las concentraciones de antimicrobiano alcanzables en sangre o
tejidos y que puede esperarse eficacia clinica en aquellas localizaciones en
las que se alcanzan altas concentraciones de antimicrobiano o cuando se
emplean dosis méas elevadas de lo habitual. EI NCCLS también incluye en
esta categoria aquellos casos de antimicrobianos con margenes de toxicidad
estrechos en los que pequefios errores técnicos podrian suponer cambios
de interpretacion en la categoria clinica.

Resistente: Se refiere a aquellos microorganismos que no se inhiben por
las concentraciones habitualmente alcanzadas en sangre/tejidos del
correspondiente antimicrobiano, o a aquellos microorganismos en los que
existen mecanismos de resistencias especificos para el agente estudiado en
los que no ha habido una adecuada respuesta clinica cuando se ha usado
como tratamiento el correspondiente antimicrobiano.

Halo de Inhibicién: Un método simple de resumirse es la zona alrededor de
un disco de antibiético en un antibiograma en el que no se produce
crecimiento bacteriano en una placa de agar inoculada con el germen. Es

una medida de la potencia del antibidtico frente al germen.
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» Resistencia natural: Es un caracter constante de todas las cepas de una
misma especie bacteriana. El conocimiento de las resistencias naturales
permite prever la inactividad de la molécula frente a bacterias identificadas o
sospechosas.

» Resistencia adquirida: Es una caracteristica propia de ciertas cepas,
dentro de una especie bacteriana naturalmente sensible, cuyo patrimonio
genético ha sido modificado por mutaciéon o adquisicion de genes, son
evolutivas, y su frecuencia depende a menudo de la utilizacion de los
antibiéticos.

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

» Resistencia asociada: Es cuando afecta a varios antibioticos de familias
diferentes. En general, se debe a la asociacion de varios mecanismos de

resistencia.

Procedimiento para la identificacién de bacterias
Preparacién de medios

Los medios de cultivo son fuentes nutritivas, naturales o sintéticas, que semejan el
nicho ecologico de los microorganismos. Especies bacterianas diferentes,
cultivadas en el mismo tipo de medio, pueden aparecer diferentes, de este modo el
conocimiento de la apariencia o de las caracteristicas culturales, de las especies
bacterianas, es Util para el reconocimiento de cierto tipo de bacterias.

Fundamento

Cada individuo tiene propio ambiente y forma de vida, y para cultivar o hacer
multiplicar a los microorganismos, se le somete a un ambiente parecido donde haya

alimentos, temperatura, pH, presion atmosférica, y presion osmética adecuados.

e Agar sangre. Un medio enriquecido que soporta el crecimiento de la
mayoria de las bacterias patégenas y que se utiliza para su aislamiento

primario. Permite el reconocimiento de la produccién de hemolisina.
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Suspender 40 g en 1 litro de agua destilada llevar a ebullicion para que se
disuelva por completo esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.
Para agar sangre, enfriar la base a 50°C y afadir un 7% de sangre. Mezclar
con rotacion suave y verter en placas de Petri.

Manitol salt agar. Suspender 111,02 gramos en 1000 ml de agua destilada.
Calentar hasta ebullicion para disolver el medio por completo. Esterilizar en
autoclave a 15 libras de presion (121°c) durante 15 minutos enfriar a 45-
50°C. si lo desea, agregue 5% v/v de emulsién de yema de huevo. Mezclar
bien y verter en placas de Petri estériles.

Nota: Este producto contiene 7,5% de cloruro de sodio como uno de sus
ingredientes. Por exposicion repetida al aire y absorcion. El cloruro de sodio
tiene a formar grumos, por lo recomendamos encarecidamente su
almacenamiento en recipientes bien cerrados. En un lugar seco y alejado de
la luz brillante.

Agar MacConkey. Un medio selectivo que contiene bilis lo que le hace
especialmente util para el aislamiento de enterobacterias y algunas otras
bacterias Gram negativas. Permite la diferenciacion de fermentadores de la
lactosa y no fermentadores de la lactosa. Las colonias de los fermentadores
de la lactosa y el medio que las rodea son rosas.

EMB (Eosin Methylene Blue Agar)

Suspender 37.46 g del polvo en 1 litro de agua destilada. Reposar 5 minutos.
Calentar con agitacion frecuente y llevar a ebullicion hasta su disolucién total.
Esterilizar en autoclave 121°C durante 15 minutos. Distribuir en placas de
Petri estériles.

Agar Mdaller Hilton: Suspender 38 gramos en 1000 mL de agua destilada.
Calentar hasta ebullicion para disolver el medio por completo. Esterilizar en
autoclave a 15 libras de presion (121°C) durante 15 minutos. Enfriar a 45-
50°C. mezclar bien y verter en placas de Petri esterilizadas.

NOTA: El rendimiento de este lote ha sido probado y estandarizado segun
el documento CLSI (anteriormente NCCLS) protocolos para la evaluacién del
agar Mueller Hinton deshidratado (CLSI-VETO1S, 2024) .

Métodos para la siembra y aislamiento de microorganismos.
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SIEMBRAS DIRECTAS.:
Siembra por estria.

e Poseer la muestra, tomada ya sea con un hisopo o torunda, aguja
hipodérmica o asa de kolle.

e La muestra tomada se toca la superficie del medio de cultivo
depositado en la placa petri, colocdndola en un extremo del medio.

e Con un asa de siembra estéril, se da inicio a la siembra, a partir de donde
se deposito la muestra, produciendo lineas zigzagueantes.

e Concluida la siembra, cerrar la placa y dejarla sobre la mesa con la base hacia
arriba.

e Etiquetar la placa, y dejarla en la estufa a 37°C por 24 a 48 horas

e Realizar este procedimiento con asepsia cerca del mechero bunsen.

Coloracion GRAM

La observacién de las bacterias fijadas sobre una ldmina portaobjetos debe hacerse
mediante el empleo de tinciones. El tamafio de la mayoria de las células
bacterianas es tal que resultan dificiles de ver con el microscopio 6ptico. La principal
dificultad es la falta de contraste entre la célula y el medio que la rodea. EI modo
mas simple de aumentar el contraste es la utilizacion de colorantes, uno muy usado

en microbiologia es la tincion Gram.

Esta tincidn fue desarrollada empiricamente por Christian Gram en 1884. A pesar
del tiempo transcurrido, la tincion apenas se ha modificado y es uno de los primeros
pasos que se realiza para cualquier identificacion bacteriana. La técnica es capaz
de diferenciar dos grandes grupos de eubacterias: Gram positivas (G+) y Gram

negativas (G-).

Esta tincion tiene gran importancia en taxonomia bacteriana ya que indica
diferencias fundamentales de la pared celular de las distintas bacterias. Mientras
que las bacterias gram-negativas son constantes en su reaccion, los
microorganismos gram-positivos pueden presentar respuestas variables en ciertas
condiciones (son gram-labiles). Por ejemplo, los cultivos viejos de algunas bacterias
gram-positivas pierden la propiedad de retener el cristal violeta, y en consecuencia,

se tifien por la safranina apareciendo como gram-negativas. Analogo efecto se
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produce en ocasiones por cambio en el medio del organismo, o por ligeras

modificaciones en la ejecucién de la técnica.

Para explicar el mecanismo de la tinciébn de Gram se han propuesto varias hipotesis
fundadas en la naturaleza quimica de las paredes celulares de los
microorganismos. Diferencias estructurales y quimicas de los dos tipos de pared

bacteriana:

Técnicas de frotis y tincién Gram.
Para ello se debe limpiar un portaobjeto con alcohol se evapora este
pasandolo rdpidamente por el mechero, se deja enfriar y se marca con un lapiz la

parte que vamos a tomar.

Preparacion del frotis:

El frotis tiene como finalidad una delgada pelicula del preparado para una
adecuada tincién y observacion microscopica. La preparacion de un frotis se hace
de la siguiente manera:

e Extension:
Se coloca una gota de agua destilada en el centro del portaobjetos y
enseguida se esteriliza un asa de argolla colocandola directamente en el
mechero y se toma un poco del material biolégico a examinar. Se
emulsiona la pequefia cantidad de bacteria con la gota de agua del
portaobjetos, luego, se incinera el asa en el mechero.

e Secado:
Pasar el portaobjetos por la parte mas alta del mechero (flamear) hasta que
la gota con bacterias quede seca (se hace sin que el portaobjetos se queme
ya que puede carbonizar las células), hasta que obtenemos una marca de

una gota con material bioldgico en el portaobjetos.

Fundamento

Se usa primero el cristal violeta (violeta genciana) el que penetra la pared
celular tanto de bacterias gran positivas como gram negativas. A continuacion, se
agrega el lugol (yodo + yoduro), que actia como mordiente formando un complejo

con el cristal violeta. Al decolorar con una mezcla de alcohol y acetona, la pared de
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los gram positivos formada por una gruesa capa de peptidoglicano impide la salida
del complejo cristal violeta-lugol, manteniéndose la coloracion violeta. En los gram
negativos por el contrario el complejo cristal violeta-lugol sale por los poros que ha
generado el alcohol-acetona en la membrana externa de la pared celular. La

bacteria por lo tanto se decolora y al agregar la safranina se tifie de rojo.

Procedimiento de la tincion Gram
» Se desinfecta y rotula convenientemente cada uno de los portaobjetos.
» Se preparo extendidos de los microorganismos
» Tomar material de una colonia, con un asa esterilizada
» Suspender la muestra en una gota de agua destilada sobre el portaobjetos y

extenderla en 1 cm?

A\

Dejar secar al aire y/o junto a la llama del mechero.

A\

Cubrir completamente el frotis con “cristal violeta", y se deja actuar 60
segundos

Lavar con abundante agua destilada.

Agregar "lugol" y se dejo actuar durante 60 segundos

Lavar con abundante agua destilada.

Decolorar el frotis con alcohol acetona dejando actuar por 60 segundos
Lavar con abundante agua destilada.

vV V. V V V V

Cubrir el frotis con gotas de "safranina", dejandola actuar durante 30

segundos.

A\

Lavar con abundante agua destilada nuevamente.

A\

Observar al microscopio con el objetivo de 100X con aceite de inmersién
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> Prueba de la catalasa:

Segun (Czuprynski & Chengappa, 2022).

* Método 1: extraer un asa del crecimiento bacteriano de la parte superior de
las colonias evitando el medio de agar sangre. Las células bacterianas se
colocan en un portaobjetos de microscopio limpio y se agrega una gota de
peréxido de hidrogeno al 3%, indica una reaccion positiva como se muestra en
la figura.

Figura 1. Prueba de catalasa en un portaobjetos: negativo (izquierda) y
positivo (derecha).

5.4.4. Técnicas e instrumentos de recopilacion de informacion

En una hoja individual registrar los resultados a la prueba de CMT, estado
de pezon, presencia de lesiones en la ubre, sistema de crianza, higiene del lugar
alojamiento, lugar de ordefio, higiene del lugar de ordefio, tipo de suelo y segun
un cuestionario (anexos) aplicado a los productores se recolectara la siguiente
informacion: nimero de lactancia, produccién diaria de leche, higiene de la
mano, sellado de pezdn, practicas de amamantamiento de ternero, ordefio

manual, modalidad de ordefio y conocimientos preventivos.

5.4.5. Técnicas para el procesamiento y analisis de la informacion
Fichas clinicas, Excel, SPSS v. 29

Pruebas de susceptibilidad

El aislamiento de un agente infeccioso a partir de un paciente no es con frecuencia

suficiente para establecer la terapia adecuada. Muchas bacterias y algunos hongos

presentan resistencia a los agentes antimicrobianos y algunos virus han desarrollado

resistencia a los agentes antivirales mas actuales. Los patrones de resistencia
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cambian en forma constante y no importa lo rapidamente que se introduzcan los
nuevos agentes terapéuticos porque los microbios parecen siempre dispuestos a

superarlos.

Ya que no se puede predecir la susceptibilidad de las bacterias, hongos y virus a los
agentes antimicrobianos, con frecuencia es necesario estudiar la sensibilidad
individual de cada patégeno a estas drogas, pudiéndose elegir entonces el agente
apropiado (el mas activo contra el patégeno, el menos toxico para el huésped, con
las caracteristicas farmacologicas apropiadas y el mas econémico), que proporciona

mayores posibilidades de una evolucion favorable.

Un concepto importante sobre el que es necesario insistir es que no se pueden
realizar pruebas de sensibilidad in vitro con cultivos mixtos, sélo los cultivos puros

proporcionaran resultados validos sobre la eficacia de un antibiotico.

Procedimiento.

» El microorganismo a investigar inocular cepas recientemente incubadas y
previamente diluidas en agua destilada en una o varias placas de agar.

» Sobre su superficie colocar los discos correspondientes de los antibioticos.

» Incubar las placas durante 16-24 horas a 35°C y al cabo de este tiempo
observar el crecimiento en ellas.

> Medir el diAmetro de la zona de inhibicién que se forma alrededor de cada
disco y se comparo con las referencias publicadas por el Comité Nacional de
Estandares de Laboratorio. (NCCLS).

» Con esta referencia podemos informar si el microorganismo es Sensible,
Intermedio o Resistente (S, |, R) a cada uno de los antibiéticos ensayados
en las placas.

La sensibilidad de los aislamientos se determina mediante el método de
difusién en disco segun lo descrito por Bauer y la interpretacion realizar segun la
tabla de interpretacion del tamafio de zona (CLSI-VETO01S, 2024). Todas las
bacterias aisladas analizar en los discos antimicrobianos diferentes (M/s Hi
Media Laboratories Ltd., Mumbai, India), a saber: amoxiclav (30 mcg),
amoxicilina+sulbactum (30/15 mcg), ampicilinatcloxacilina (10 mcg),
ampicilinatsulbactum (10/10 mcg), cefotaxima+acido clavulanico (30/10 mcg),
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ciprofloxacina (5 mcg), cloranfenicol (30 mcg), colistina (10 mcg), enrofloxacina

(10 mcg), gentamicina (10 mcg), oxitetraciclina (30 mcg) y estreptomicina (10

mcg).

Para aislar el tipo de microorganismo se asumio como mastitis subclinica los

niveles de CMT desde una cruz (+), hasta tres cruces (+++).

Tabla 1 Didmetros de halos de inhibicion segun CLSI-VETO01S, 2024

Antibiético
Penicilina

Penicilina
Penicilina

Tetraciclina

Tetraciclina
Tetraciclina

Enrofloxacina

Enrofloxacina
Enrofloxacina

Amoxicilina

Amoxicilina
Amoxicilina

Estreptomicina

Estreptomicina
Estreptomicina

Gentamicina

Gentamicina

Gentamicina
Amoxicilina-acido
clavulanico
Amoxicilina-acido
clavulanico
Amoxicilina-acido
clavulanico

Especie

Bacteriana
Staphylococcus
spp.
Streptococcus
spp.
Escherichia coli
Staphylococcus
spp.
Streptococcus
spp.
Escherichia coli
Staphylococcus
spp.
Streptococcus
spp.
Escherichia coli
Staphylococcus
spp.
Streptococcus
spp.
Escherichia coli
Staphylococcus
spp.
Streptococcus
spp.
Escherichia coli
Staphylococcus
spp.
Streptococcus
spp.
Escherichia coli
Staphylococcus
spp.
Streptococcus
spp.

Escherichia coli

Sensible (S) Intermedio (I) Resistente (R)

mm

=29

224
No aplicable

219

223
=15
223

=22
=18
215

215
=15
=15

>18
=215
=20

mm

20-28

18-23
No aplicable

15-18

19-22
12-14
20-22

17-20
16-19
17-19

19-21
14-17
12-14

12-14
12-14
13-14

14-17
13-14
17-19

19-21

14-17

mm

<19

<17

No aplicable

<16
<15
<16

<13
<12
<16




Antibiético

Cefotaxima

Cefotaxima
Cefotaxima

Bacitracina

Bacitracina

Bacitracina

Especie

Bacteriana
Staphylococcus
spp.
Streptococcus
spp.
Escherichia coli
Staphylococcus
spp.
Streptococcus
spp.
Escherichia coli

Sensible (S) Intermedio (I) Resistente (R)

mm

2 26

>24
=26

No aplicable

No aplicable

No aplicable

mm

23-25

21-23
23-25

No aplicable

No aplicable

No aplicable

mm

<22

<20
<22

No aplicable

No aplicable

No aplicable

(CLSI-VETO1S, 2024)
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VI. DISENO DE LA INVESTIGACION

6.1. Tipo de investigacion:

Explicativo, no experimental

6.2. Ubicacién espacial:

6.2.1. Ubicacion politica

Region : Cusco

Provincia : Anta

Distrito : Anta

Lugar : Anta

Comunidades : Compone, Pacca, Aparquilla y Inquilpata

6.2.2. Ubicacion geogréfica

Altitud : 3377 msnm
Coordenada Este (X) 1 -13.471°,
Coordenada Norte (Y) . -72.148°,
Zona : 19 L Sur

6.2.3. Ubicacion hidrografica

Cuenca : Vilcanota
Sub-cuenca : Huarocondo
Micro-cuenca . Katafiray e lzcuchaca

6.3. Método de la investigacion
El estudio es de tipo observacional, transversal, prospectivo y analitico.

6.3.1. Poblacion y muestra:

a) Poblacion: 120 vacas en produccion, para el célculo de la muestra se

utilizé la formula descrita por, Thursfield, (2018).

Zz*p*q
et 2P pr /N

Donde:
N= Tamafio de la poblacién total (en este caso, 120 vacas en produccién).
p= Proporcion poblacional esperada o prevalencia estimada (se usa 50% =

0.5 cuando no hay datos previos).
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6.4.

A\

g = Complemento de la prevalencia, g=1-p =0.5

Z= Valor de la distribucién normal estandar para un 95% de confianza, que
equivale a 1.96

e= Margen de error permitido (5% = 0.05)

n= Numero de animales que deben ser utilizados como muestra.

B 1.96% % 0.5 % 0.5
~(0.05)2 + (1.96)2  (0.5) * (0.5)/120

n

0.9604

= 00105 146

n

n=91.46 =91

b) Muestra: 91 vacas en produccion

c) Disefio estadistico: Al ser un estudio observacional descriptivo, se aplicé

estadistica descriptiva, como son la presentacién de tablas y figuras.

Prueba de California Mastitis Test (CMT)

Para el diagndstico de la mastitis subclinica se procedio de la forma siguiente:
Lavado y desinfeccién de manos.
Despunte (eliminacién de los primeros chorros de leche).
Desinfeccion de pezones con yodo (30 mL de yodo concentrado disuelto en un
litro de agua).
Secado de pezones.
Se muestreé leche de cada cuarto mamario en la paleta de cuatro
compartimientos y se inclinara para escurrir el exceso de leche, quedando sélo
una muestra de aproximadamente 2 ml de leche.
Se agreg6 también 2 mL del reactivo de CMT; su principio activo es detergente
Alquilaril Sulfonato de Sodio.
Se qir0 la paleta con movimientos circulares hasta mezclar totalmente el
contenido. Esta homogenizacién se realizara durante 10 a 20 segundos.
Se procedié a realizar la lectura e interpretacién de la leche sometida a la prueba

CMT:
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Negativo = La solucion permanece liquida.
Positivo = La solucidn se torna viscosa o gelatinosa.
» De las vacas que dieron positivo al reactivo (CMT) se realizo la identificacion de

bacterias.
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Tabla 01. Identificacion macroscépica de las colonias

Caracteristicas Staphylococcus spp Streptococcus sp E. coli
Elevacién Plana Plana Plana
Color Blanco Blanco lechoso Fucsia
Textura Viscoso Viscoso Viscoso
Forma Puntiforme Circular Irregular
Bordes Redondo Redondo Rizado
Superficie Lisa Lisa Lisa

Tabla 02. Identificacion macroscoOpica de las colonias de tincion gran

Agente etiolégico Color Forma Tincién
Staphylococcus spp catalasa Azul violeta Racimos de uva +
positiva
Streptococcus  sp. Catalasa Azul violeta Cocos en cadena +

negativa

Escherichia coli

Bacilos
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6.5. Materiales y equipos
Diagnostico de CMT

Bioldgicos

>

Leche muestreada.

Fisicos

>

YV V.V V V V VYV V

>

Material de muestreo (frascos)
Paleta de prueba para mastitis.
Toallas individuales.

Lapicero.

Hojas de registro.

Tablero.

Camara fotografica
Pulverizador.

Algodon.

Cooler

Quimicos

>

Reactivo California Mastitis Test (CMT).

Para identificacién de bacterias

>

V V.V V V V VY

>

Estufa de incubacion.

Matraz de Erlenmeyer.

Mechero bunzen.

Espatula de Drigalsky.

Probeta graduada de 100 mL

Medios de cultivo en placa petri

Cultivo de bacterias de 24 horas de crecimiento.
Agua destilada estéril.

Placas de Petri.

Prueba de catalasa

>

YV V VYV V

Alcohol 96%
Agua destilada
Agua oxigenada
Algodén

Laminas
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Para el procedimiento de la tinciéon gram
» Pipetas graduadas.

Cepas.

Alcohol.

Yodo.

Cultivo de bacterias.

Cristal violeta (1 g de cristal violeta en 100 ce de agua destilada).

YV V.V V V V

Lugol (1 g de yodo en 2 g. de yoduro potésico en 100 cc de agua
destilada).
Safranina (1 g de safranina en 100 cc de agua destilada).

Aceite de inmersion.

YV V V

Microscopio binocular.
» Portaobjetos.
Prueba de sensibilidad
» Cepas.
Tubos de ensayo.
Asa de kolle, y espétula de drigalsky.
Estufa eléctrica a 25°C.
Placas petri con medio Mueller-Hinton.
Medios de cultivo
Discos de sensibilidad
Tubo de ensayo.
Asa de Kolle.
Pipeta graduada de 5 - 10 mL

YV V V V V V VYV VYV VY

» Gradillay canastillas.
Materiales de escritorio
» Hojas de registro.
> Lapiz.
Equipos
» Computadora
» Memoria USB.

» Impresora.
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Técnicas e instrumentos de recopilacion de informacion

En una hoja individual se registro los resultados a la prueba de CMT, estado de
pezdn, presencia de lesiones en la ubre, sistema de crianza, higiene del lugar
alojamiento, lugar de ordefio, higiene del lugar de ordefio, tipo de suelo y segun
un cuestionario aplicado a los productores se recolecté la siguiente informacion:
numero de lactancia, produccién diaria de leche, higiene de la mano, sellado de
pezdn, practicas de amamantamiento de ternero, ordefio manual, modalidad de

ordefio y conocimientos preventivos.

Procedimiento:
Obtencidon de muestras en el campo

A. Preparacion
e Limpieza: se lavo bien las manos con agua y jabén antes de comenzar

e Antisepsia: se realiz6 la limpieza la ubre y el pezon de la vaca con una

solucion de alcohol adecuada y secarlos con una toalla limpia desechable
B. Recoleccion de la muestra:

e Primeras gotas: desecha los primeros chorros de leche, ya que pueden

contener contaminantes externos

¢ Muestras individuales: se toma una pequefia cantidad de leche (de 2ml)
de cada cuarto de la ubre en una paleta de CMT, que tiene cuatro

compartimientos

e Adicion del reactivo: se agreg6 una cantidad igual de solucién CMT a cada

compartimiento

e Mezcla: se rota la paleta con movimientos circulares durante unos 10

segundos para mezclar el contenido

e Lectura de resultados: la reccion debe leerse rapidamente, ya que
desaparece en unos 20 segundos. La formacién de gel indica la presencia

de mastitis sud clinica
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e Serecolecto laleche que salieron positivos al CMT, en un recipiente esteéril

con boca ancha

e Se etiqueto el recipiente con la informacion necesaria: nimero de cuartos,

fechay hora

e Transporta la muestra al laboratorio lo antes posible en un cooler 4°cg
(hielo bioldgico) al Laboratorio de Microbiologia de la escuela profesional

de Medicina Veterinaria filial Sicuani—UNSAAC para su procesamiento.
C. Preparaciéon de medios de cultivo

Medicion y mezcla: se pesé la cantidad necesaria de agar — agar y otros

nutrientes segun las especificaciones del medio que estas trabajando asi

La preparacion de los medios de cultivo Agar Sangre, Agar McConkey se

realizara segun la indicacidon que sugiera el fabricante de cada una.
Pasos que se realiz6 para la preparacion de agar sangre

e Se suspendi6é 40 gramos de agar base en un litro de agua destilada
e Calentar y girando en el matraz hasta que se disuelva
e Esterilizé la mezcla en una autoclave 121°C durante 15 minutos

e Se realizo el enfriamiento a una temperatura 45°c para evitar la

coagulacion y se afiadio sangre de vacuno 5%
e Se mezclo suavemente para evitar burbujas

e Se realizo el plagueo en placas Petri estériles y se dej6 solidificar a la

temperatura ambiental

e Sembrd con un hisopo estéril las muestras de leche en cada placa previa

identificacion

e Se encubo las placas a 37°c por 24 horas y se colocdé agua en la

incubadora para mantener la humedad

Pasos que se realizo para la preparacion de agar McConkey
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Se peso en una balanza de precision 47.53 gramos de agar McConkey

deshidratado en 1000 ml de agua destilada

Se calenté la mezcla en un matraz girando sobre el mechero hasta

disolver
Esterilizo la solucién en una autoclave 121° C por 15 minutos
Enfrié la solucién a una temperatura 45°C

Se plaqueo en placas de Petri previo identificacion en placas Petri
estériles hasta solidificarse

Sembré con un hisopo estéril las muestras de leche en cada placa

Se encubo las placas a 37°C por 24 horas y se coloc6 agua en un

recipiente en la incubadora para mantener la humedad

Identificacién macroscdépica

e Una vez que se obtengan las colonias en las placas de agar sangre y agar

McConkey, se determinara las caracteristicas macroscopicas como el

tamafio, forma, bordes, elevacion, textura, hemolisis y color de las colonias

bacterianas presentes.

Se realizo las técnicas de frotis y tincién Gram.

e Se coloca una gota de agua destilada en el centro del portaobjetos y

enseguida se esteriliza un asa de argolla colocandola directamente en el

mechero y se toma un poco del material biolégico a examinar. Se

emulsiona la pequefia cantidad de bacteria con la gota de agua del

portaobjetos, luego, se incinera el asa en el mechero.

e Pasamos el portaobjetos por la parte mas alta del mechero (flamear) hasta

qgue la gota con bacterias quede seca (se hace sin que el portaobjetos se

gueme ya que puede carbonizar las células), hasta que obtenemos una

marca de una gota con material biolégico en el portaobjetos.

Procedimiento de la tincién Gram

» Se desinfecto y rotulé convenientemente cada uno de los portaobjetos.

» Se preparo extendidos de los microorganismos
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vV VY

YV V. V V V V

Y

>

Se tomd material de una colonia, con un asa esterilizada

Se suspendio la muestra en una gota de agua destilada sobre el portaobjetos
y extenderla en 1 cm2

Se dej6 secar al aire y/o junto a la llama del mechero.

Se cubrié completamente el frotis con “cristal violeta", y se deja actuar 60
segundos

Se lavé con abundante agua destilada.

Se agreg6 "lugol" y se dej6 actuar durante 60 segundos

Se lavé con abundante agua destilada.

Se decoloro6 el frotis con alcohol acetona dejando actuar por 60 segundos
Se lavé con abundante agua destilada.

Se cubrié el frotis con gotas de "safranina”, dejandola actuar durante 30
segundos.

Se lavé con abundante agua destilada nuevamente.

Se observo al microscopio con el objetivo de 100X con aceite de inmersion

Identificacién microscépica

e Se determinaran caracteristicas de la forma individual (cocos, bacilos) y de la

forma agrupada (cadena, racimos) de las bacterias que estén presentes,

mediante la técnica de coloracién o tincién Gram

Prueba de la catalasa

Se realiza esta prueba se colocara una gota de peréxido de hidrogeno encima
de un portaobjeto y luego se agregara la muestra bacteriana y como resultados
se darda la presencia de efervescencia. la presencia de burbujas de aire indica
la presencia de una bacteria aerobia y por lo tanto resulta ser catalasa positiva,
caso contrario (no formacion de burbujas) resulta ser una bacteria catalasa

negativa.

Aislamiento de microorganismos

» Agar EMB (eosina azul de metilo = selectivo para grma negativos) es un
medio selectivo que se utilizé y diferenciar utilizando para el aislamiento de

bacilos gran negativos.
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Se diferenciaron las baterias que fermentan lactosa o sacarosa producen un
precipitado acido que reacciono con el colorante en caso de nuestra colonia

se pudo ver un color brillo metalico verde

Para la preparacion del agar se considero la sugerencia del fabricante, y
luego se procedi6 a realizar la siembra de la muestra estria por agotamiento
llevando posteriormente a la estufa a incubar en aerobiosis, a 33-37 °C
durante 18-24 horas.

Manitol salt agar Suspender 111,02 gramos en 1000 ml de agua destilada
Se Calento hasta ebullicion para disolver el medio por completo.

Se esterilizé en autoclave a 15 libras de presion (121°c) durante 15 minutos
Se dejo enfriar la mezcla a una temperatura de 45-50°C

Se realiz6 el plagueo en placas estéril

Se dej6é que el agar se solidifique y se almacena las placas en una nevera

hasta su uso

Luego se procedio a realizar la siembra de la muestra estria por agotamiento
llevando posteriormente a la estufa a incubar en aerobiosis, a 33-37 °C
durante 18-24 horas (colonias amarillas indica la fermentacion del manitol
tipicamente por staphylococcus aureus).

Prueba de sensibilidad

>

Ya identificado el agente se realizo la prueba de sensibilidad, asi como se

menciona a continuacion.

Se preparé agar 30 gr de agar Muller Hinton deshidratado en 1 litro de agua

destilada

Se calenté la mezcla mientras se agita en el matraz hasta su disolucién
Se estirilizo la mezcla en la autoclave a 121°c durante 15 minutos

Se realiz6 el plaqueo en sus respectivas placas estériles

El microorganismo a investigar se inoculd cepas recientemente incubadas y

previamente diluidas en agua destilada en una o varias placas de agar.
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» Sobre su superficie se dispuso de los discos correspondientes a varios

antibioéticos.

» Seincubaron las placas durante 16-24 horas a 35°C y al cabo de este tiempo

se estudiod el crecimiento en ellas.

» Se valoro el diametro de la zona de inhibicion que se forma alrededor de

cada disco y se comparo con las referencias publicadas por el (CLSI-
VETOLS, 2024).

» Con esta referencia se identificdé si el microorganismo es Sensible,

Intermedio o Resistente (S, |, R) a cada uno de los antibidticos ensayados

en las placas.

Técnicas para el procesamiento y analisis de la informacién

Fichas clinicas, Excel, SPSS v. 29

6.6. Variables/categorias

Variable dependiente: Sensibilidad antimicrobiana

Variables independientes: Patdgeno mastitdgeno

Tabla 03. Operacionalizacion de las variables

DEFINICION DIMENSION
CATEGORIA INDICADORES TECNICA
VARIABLE
DEPENDIENTE:
Sensibilidad ANTIBIOGRAMA Formacion o no de halos Antibiograma

antimicrobiana

Antimicrobianos

VARIABLES

INDEPENDIENTES:

Agente etiolégico

Ag. Causales

Contagiosos

Streptococcus  spp,

Spp.

Staphylococcus

Ag. Causales | Escherichia coli, Enterobacter spp,
Ambientales Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella

spp, Serratia spp, Citrobacter freundii.
Ag. Causal | Mohos o levaduras de los géneros:
latrogénico: Candida, Cryptococcus y

Trichosporum

Cultivos

bacteriol6gicos
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Analisis, interpretacion y discusion de resultados

Resultado 1: Sobre la identificacion de los principales agentes etiolégicos que
causan la mastitis subclinica en vacas lecheras del distrito de Anta, region de

Cusco.

En latabla 4y en lafigura 1 se observa que Staphylococcus spp. es el agente
predominante, representando el 62% de los casos, seguido por E. coli con un 24%,
y Streptococcus sp. con un 14%. Estos datos sugieren que Staphylococcus spp. es
el agente mas comunmente asociado con la mastitis subclinica en la poblacién
estudiada, proporcionando informacion valiosa para el objetivo de identificar los
principales agentes etiolégicos de la enfermedad en esta region especifica.

Esta heterogeneidad en los patdgenos coincide con estudios previos como el
dado por (Cervantes et al., 2017) en el que se obtuvo que el 100 % de vacas
padecian mastitis y como agentes causantes al Streptococcus agalactiae,
Streptococcus uberis y Staphylococcus aureus y Gram negativos (G-), E. coli,
Klebsiella, Pseudomona, Candida albicans y Proteus mirabilis, estos resultados
verifican que los agentes causantes son similares cuando se trata de la mastitis
subclinica en vacas. La heterogeneidad en los patdgenos identificados en este
estudio y su coincidencia con estudios previos subraya la importancia de estos
agentes en la etiologia de la mastitis subclinica en vacas lecheras. Estos agentes
y la presencia de Staphylococcus spp., Streptococcus sp. y Escherichia coli como
principales agentes etiolégicos de la mastitis subclinica en vacas lecheras puede
ser atribuida a su ubicuidad en el medio ambiente, contaminacion durante el
ordefio, factores de manejo deficientes, resistencia a los antimicrobianos y factores
de virulencia que les permiten causar infecciones persistentes en la glandula
mamaria (Bedolla-Cedefio & Ledn, 2008).

La consistencia en los resultados entre este estudio y la literatura existente
proporciona una solida base para la comprension de la epidemiologia de la mastitis
subclinica en la regién estudiada. Sin embargo, es importante tener en cuenta que

la prevalencia de agentes etiol6gicos puede variar segun factores como la ubicacion
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geografica, las practicas de manejo del ganado y la temporada, por lo que es
fundamental continuar monitoreando y evaluando la situacion local para
implementar medidas efectivas de control y prevencion (Ruegg, 2017; Taponen
et al., 2017).

El trabajo de (Zeryehun & Abera, 2017a), tuvo por resultados que la mayor
proporcion de bovinos presentdé mastitis subclinica, algo que recalcar de este
estudio es que en la etapa de lactancia temprana fue donde se hall6 con mas
frecuencia y estos resultados sufrieron variaciones al aplicar técnicas de higiene
por lo que las tasas de prevalencia se vieron afectas significativas y donde no
usaron técnicas de higiene la prevalencia era casi total con respecto al bovino de
mastitis subclinica.

Otro del resultado es el de (Hoque et al., 2018) en el que se hall6 que de 175
vacas seleccionados al azar se detectd mastitis en 50 vacas mediante el CMT de
las cuales se recolectaron 200 muestras, de donde se determind la prevalencia de
mastitis en rebafios, vacas y cuartos con un porcentaje alto y que de ellos la
prevalencia general de mastitis a causa del agente etioldégico Staphylococcus
aureus fue también elevado, lo que indica que este agente en particular se asocia
con la raza, partos, rendimiento de la leche y principalmente con la mastitis clinica,
esto resultados resaltan la preocupacién de las industrias lacteas debido a que los
agentes se vuelven resistentes poco a poco a los antimicrobianos. Ambas
conclusiones destacan la presencia de estos patégenos como causantes de
mastitis bovina. Este paralelismo fortalece la validez de los resultados locales y
sugiere la universalidad de ciertos agentes patdgenos.

Los hallazgos en el trabajo (Gitau et al., 2014b) refuerzan nuestros resultados
debido a que durante la primera y segunda visitas mostraron que la prevalencia de
mastitis clinica era baja, las vacas fueron CMT positivas en al menos cuarto y el
resto de ellas fueron positivas para el cultivo, respectivamente. Staphylococcus
aureus se aisl6 de las muestras durante la primera y segunda visita,
respectivamente.

Otro de los antecedentes que apoyan a nuestros hallazgos es el de (Persson
etal.,, 2011) en el que los aislamientos mas comunes de 590 diagndsticos
bacteriologicos fueron Staphylococcus (S) aureus (19%) y estafilococos coagulasa
negativos (SNC; 16%) seguidos de Streptococcus (Str) dysgalactiae (9%), Str.
uberis (8%), Escherichia (E.) coli (2,9%) y Streptococcus spp. (1.9%). En términos
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generales el Staphylococcus aureus y el SCN fueron los patdgenos aislados con
mayor frecuencia y la resistencia a los antimicrobianos fue rara.

En relacion a nuestros resultados, dénde se encontré que Staphylococcus
spp, Streptococcus sp. E.coli, se encuentran con mayor frecuencia, esto puede
deberse a la ubicuidad y colonizacion, ya que son microorganismos comunes
presentes en el medio ambiente, lo que aumenta la probabilidad de que entren en
contacto con la glandula mamaria durante el proceso de ordefio; contaminacion
durante el ordefio: estos microorganismos pueden contaminar los pezones de las
vacas debido a una higiene inadecuada durante el proceso de ordefio (Arbab et al.,
2021).

Por ejemplo, Staphylococcus spp. y Streptococcus sp. pueden residir en la
piel de las ubres y transmitirse al ambiente durante el ordefio (Woudstra et al.,
2023), mientras que Escherichia coli puede contaminar la leche a través de materia
fecal presente en el entorno (Desmarchelier & Fegan, 2011); factores de manejo:
practicas de manejo deficientes, como la falta de limpieza adecuada de las
instalaciones y equipo de ordefio, asi como condiciones ambientales
desfavorables, pueden favorecer la proliferacion y transmision de estos
microorganismos entre el ganado y resistencia a los antimicrobianos: Estos
patégenos pueden desarrollar resistencia a los antibiéticos comunmente utilizados
en el tratamiento de la mastitis, lo que puede dificultar su erradicacion una vez que
se establece la infeccion; también pueden influir factores de virulencia:
Staphylococcus spp., Streptococcus sp. y Escherichia coli poseen diferentes
factores de virulencia que les permiten adherirse a las células epiteliales de la
glandula mamaria, evadir el sistema inmunologico del hospedador y causar
inflamacion en la ubre, lo que contribuye a su capacidad de causar mastitis

subclinica (Persson et al., 2011).
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Tabla 04. Principales agentes etiolégicos causantes de la mastitis subclinica
en vacas en vacas en produccion de la provincia de Anta

Agente etioldgico Frecuencia %
Staphylococcus spp 18 62%
Streptococcus sp. 4 14%
E.coli 7 24%

Total 29 100%

Gréfico 1. Principales agentes etiolégicos causantes de la mastitis subclinica
en vacas en vacas en produccion de la provincia de Anta.
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Resultado 2: sobre la determinacion de la sensibilidad antimicrobiana de los
principales agentes etioldgicos causantes de la mastitis subclinica en  vacas

lecheras del distrito de Anta, regién de Cusco.

La Tabla 5 presenta los resultados del diametro del halo de inhibicién para
diferentes antimicrobianos evaluados contra el agente etiolégico Staphylococcus
spp., vinculado a casos de mastitis subclinica en vacas lecheras del distrito de Anta,
region de Cusco. La prueba con ERR5_Enrofloxacina (5 ug) mostré un maximo de
28 mm, un minimo de 19 mm, con un potencial de 11 mm. Del mismo modo, la
evaluacion con S10_Estreptomicina (300 ug) revel6 un rango de 10 mm (maximo
18 mm, minimo 8 mm). Los resultados de otras pruebas, como CN10_Gentamicina
(10 ug), TE3O0 tetraciclina (30 ug), AML30_Amoxicilina (30 ug),
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AUG30_Amoxicilina_Acido_Clavulanico (20/10 ug), P10 _Penicilina (10 ug),
CTX30_Cefotaxine (30 ug), E15_ Eritromicina (15 ug) y BA10_bacitracina (15 ug),
se presentan detalladamente, proporcionando informacion clave para identificar
patrones de sensibilidad antimicrobiana en Staphylococcus spp. Estos datos son
cruciales para alcanzar el objetivo general de la investigacion, que es identificar los
agentes etiologicos de la mastitis subclinica y su sensibilidad a antimicrobianos en

vacas lecheras de la region de Cusco.

Tabla 05. Diametro del halo de para el agente etiolégico Staphylococcus spp

Diametro del

halo

o ) Contenido Maximo Minimo Rango Potencial
Antimicrobiano _
deldisco (mm) (mm) (mm) (mm)

ERR5_Enrofloxacina > U9 28 19 ? t
S10_Estreptomicina 300 ug 18 8 10 10
CN10_Gentamicina 10ug 20 10 10 10
TE30_tetraciclina 30 ug 28 10 18 6
Staphylococcus AML30_Amoxicilina 30 ug 30 20 10 10
spp AUG30_Amoxicilina_
Acido_Clavulanico 20110 ug 33 19 14 !
P10_Penicilina 10 ug 30 19 11 9
CTX30_Cefotaxine 30 ug 30 18 12 8
E15_ Eritromicina 15 ug 29 8 21 5
BA180_bacitracina 15 ug 23 10 13 8

La Tabla 6 presenta los resultados del diametro del halo de inhibicién para
distintos antimicrobianos evaluados contra el agente etiolégico Streptococcus sp.
en casos de mastitis subclinica en vacas lecheras del distrito de Anta, regién de
Cusco. Al emplear ERR5_Enrofloxacina (5 ug), se observé un maximo de 30.0 mm,
un minimo de 27.0 mm, Asimismo, la prueba con S10_Estreptomicina (10 ug) indico
un rango de 5.0 mm (maximo 14.0 mm, minimo 9.0 mm, potencial 20 mm). Detalles
similares se presentan para CN10_Gentamicina (10 ug), TE30_tetraciclina (30 ug),
AML30_Amoxicilina (30 ug), AUG30_Amoxicilina_Acido_Clavulanico (30 ug),
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P10 _Penicilina (10 ug), CTX30_Cefotaxine (30 ug), E15 Eritromicina (15 ug) y
BA10_bacitracina (15 ug).

Tabla 06. Diametro del halo de inhibicién para el agente etiolégico Streptococcus
sp.

Contenido Méaximo Minimo Rango Potencial

A.E. Antimicrobiano _
del disco (mm) (mm) (mm) (mm)
ERR5_Enrofloxacina 5 ug 30.0 27.0 3.0 33
S10_Estreptomicina 10 ug 14.0 9.0 5.0 20
CN10_Gentamicina 10ug 20.0 15.0 5.0 20
TE30_tetraciclina 30 ug 20.0 15.0 5.0 20
AML30_Amoxicilina 30 ug 20.0 15.0 5.0 20
Streptococcus
AUG30_Amoxicilina
sp. _ _ 30 ug 20.0 15.0 5.0 20
_Acido_Clavulanico
P10 Penicilina 10 ug 20.0 15.0 55.0 20
CTX30_Cefotaxine 30 ug 20.0 15.0 5.0 20
E15 Eritromicina 15 ug 20.0 15.0 5.0 20
BA10_bacitracina 15 ug 20.0 15.0 5.0 20

La Tabla 7 proporciona los resultados de la sensibilidad antimicrobiana de E.
coli, causante de mastitis subclinica en vacas lecheras del distrito de Anta, region
de Cusco. El antimicrobiano FFC30_florfenicol (30 ug) un maximo de 27.0 mm, un
minimo de 18.0 mm. Para SXT25_trimetropim_sulfamethoxazole (1,25/23,75 ug),
el rango fue un maximo de 27.0 mm, 20.0 mm y un minimo de 14.0 mm. La
Eritromicina (15 ug) no present6 halo de inhibicién. Para TE30_tetraciclina (30 ug),
se observé un maximo de 26.0 mm, un minimo de 19.0 mm. CN10_Gentamicina
(10 ug) mostr6 un maximo de 23.0 mm, un minimo de 15.0 mm. Otros
antimicrobianos evaluados fueron S10_Streptomicina (10 ug), ENR5_Enrofloxacina
(5 ug), MTZ5_Metronidazol (30 ug) y AML30_Amoxicilina (30 ug).
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Tabla 07. Diametro del halo de inhibicion para el Agente etiologico E.coli

o ) Contenido Maximo Minimo  Rango  Potencial
Antimicrobiano

del disco (mm) (mm) (mm) (mm)
FFC30_florfenicol 30 ug 27.0 18.0 9.0 11.0
SXT25_trimetropim_ 1,25/23,75
Sulfamethoxazole ug 210 200 0 140
E15_ Eritromicina 15 ug Sinhalo Sinhalo Sinhalo Sin halo
_ TE30_tetraciclina 30 ug 26.0 19.0 7.0 14.0
E.col CN10_Gentamicina 10 ug 23.0 15.0 8.0 13.0
S10_Streptomicina 10 ug 20.0 10.0 10.0 10.0
ENRS5_Enrofloxacina 5 ug 30.0 20.0 10.0 10.0
MTZ5_Metronidazol 30 ug Sinhalo Sinhalo Sinhalo Sin halo
AML30_Amoxicilina 30 ug 24.0 8.0 16.0 6.0

La Tabla 08 proporciona informacién sobre la sensibilidad y resistencia de
Staphylococcus spp., Streptococcus sp. y Escherichia coli frente a distintos
antimicrobianos, lo que permite evaluar patrones de resistencia bacteriana y su
impacto en el tratamiento de mastitis subclinica en vacas lecheras. Staphylococcus
spp. (G) frente a enrofloxacina: Muestra una distribucién equitativa, con un 50%
de resistencia y 50% de sensibilidad, lo que indica la presencia de cepas con
distintos grados de susceptibilidad; gentamicina y tetraciclina: Presentan patrones
mixtos, con una proporcion de 28% resistente, 39% sensible y 33% intermedio en
el caso de la gentamicina, y 22% resistente, 61% sensible y 17% intermedio para
la tetraciclina; amoxicilina: Mayoritariamente presenta sensibilidad intermedia
(83%), lo que indica que podria ser efectiva en algunos casos, pero con eficacia
variable; en cuanto a la eritromicina y bacitracina: Predomina la sensibilidad
intermedia, con 61% y 72%, respectivamente, lo que sugiere que su efectividad
puede depender de la concentracion administrada. Staphylococcus spp. muestra
una resistencia parcial a varios antibiéticos y una alta proporcion de cepas con
sensibilidad intermedia, lo que sugiere la necesidad de pruebas de susceptibilidad
antes de elegir el tratamiento.

Streptococcus sp. (G*), frente a enrofloxacina, amoxicilina + acido clavulanico,

penicilina y cefotaxima: Se observa sensibilidad completa, lo que indica que estos
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antibioticos son efectivos contra este patdogeno; tetraciclina: presenta una eficacia
equitativa entre resistencia (50%) y sensibilidad (50%), lo que sugiere una eficacia
limitada; eritromicina y bacitracina: Mayoritariamente presentan sensibilidad
intermedia, con 75% y 50%, respectivamente. Streptococcus sp. sigue siendo
sensible a varios antibidticos clave, lo que facilita su tratamiento. Sin embargo, la
resistencia parcial a tetraciclina y la sensibilidad intermedia a eritromicina y
bacitracina deben considerarse en la seleccion del tratamiento.

Escherichia coli (G°), frente a enrofloxacina: Presenta 86% de resistencia y solo
14% de sensibilidad, lo que indica una baja efectividad de este antibiotico;
gentamicina, tetraciclina y amoxicilina: Se observa una alta proporcion de
resistencia en amoxicilina (57%), pero una mejor respuesta a tetraciclina y
gentamicina, que muestran mayor sensibilidad; el florfenicol y metronidazol:
presenta resistencia total, lo que descarta su uso como opciones terapéuticas;
frente a trimetoprim-sulfametoxazol: Presenta una sensibilidad completa, lo que lo
convierte en una opcion efectiva. E. coli muestra un alto grado de resistencia a
enrofloxacina, florfenicol y metronidazol, limitando las opciones de tratamiento. Sin
embargo, la sensibilidad a trimetoprim-sulfametoxazol sugiere que este antibibtico
podria ser una alternativa eficaz.

Estos resultados son similares con los estudios realizado por Petrovski,
Nyman, Gronlund, (2015), donde encontraron una susceptibilidad antimicrobiana
de tres patdgenos de mastitis comunes (Staphylococcus aureus, Streptococcus
uberis y Str. Dysgalactiae) aislados de muestras de leche de Nueva Zelanda y EE.
UU. En los todos los aislamientos fueron susceptibles a la combinacion de
amoxicilina y acido clavulanico; la resistencia de la lincomicina fue la més frecuente
en todas las especies, se identificaron aislamientos no susceptibles para las 3
penicilinas (Amoxicilina, ampicilina y penicilina) la resistencia a la eritromicina y a
la tetraciclina se vio diferenciada para las str. uberis y str. disgalactia. La mayoria
de los aislamientos probados fueron susceptibles a la mayoria de los
antimicrobianos comunmente utilizados para el tratamiento de la mastitis bovina,
con la excepcion de las lincosamidas.

Otro de los trabajos que son similares a nuestros hallazgos es el de
(McDougall et al., 2014), en el que la distribucion de CIM vario entre las especies
bacterianas para cada antimicrobiano probado, de los aislamientos de
Staphylococcus aureus fueron resistentes a penicilina, ampicilina vy
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trimetoprim/sulfametoxazol, respectivamente. Para S. dysgalactiae y S. uberis
aislados fueron resistentes a trimetoprim/sulfametoxazol, respectivamente y un
aislado de S. uberis fue resistente a la penicilina. La distribucion de CIM para S.
aureus para penicilina, amoxicilina / acido clavulanico, cloxacilina y ampicilina fue
menor en los casos clinicos que en los subclinicos, y la de amoxicilina / acido
clavulanico y oxitetraciclina en aislamientos de laboratorios veterinarios fue menor
con respecto a estudios anteriores. La resistencia a la penicilina se encontré cuarto
en los aislamientos de S. aureus, pero practicamente en ningun aislante de
Streptococcus; por lo tanto, la identificacion microbiana y las pruebas de
sensibilidad serian beneficiosas al evaluar las opciones de tratamiento.

Con respecto a la sensibilidad antimicrobiana de los principales agentes
etioldgicos causantes de la mastitis subclinica en vacas lecheras del distrito de

Anta, region de Cusco.

Tabla 08. Resumen de la sensibilidad de los agentes patdégenos

GRAM
GRAM POSITIVO
NEGATIVO
o ] Streptococcus .
Antimicrobiano Staphylococcus spp E. coli
sp.
) Patrones de Patrones de
Patrones de estandares i i
estandares estandares
] Resistente 50% y 50% ) Resistente 86%
ERRS5_Enrofloxacina . Sensible )
Sensibles y 14% sensible
o Sensible 83%, Intermedio Sensible 75%; ]
S10_Estreptomicina ) ) Sensible
17% intermedio 25%
o Resistente 28%; sensible Sensible 75%; )
CN10_Gentamicina ) ) Sensible
39%; Intermedio 33% Intermedio 25%
o Resistente 22%; sensible | Resistente 50%; )
TE30_tetraciclina ) ) Sensible
61%; Intermedio 17% sensible 50%
. ) ) Resistente 57%;
o Sensible 17%; Intermedio Sensible 25%; )
AML30_Amoxicilina ) Sensible 29%:
83% Intermedio 75% )
Intermedio 14%
AUG30_Amoxicilina_Ac
ido_ Sensible Sensible
Clavulanico
P10_Penicilina Sensible Sensible
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CTX30_Cefotaxine Sensible Sensible

) o Resistente 6%; sensible Sensible 25%; )
E15_Eritromicina ) ) Resistente
33%; Intermedio 61% Intermedio 75%

) ) Resistente 17%; sensible Resistente 50%;
BA10 bacitracina

11%; Intermedio 72% Intermedio 50%
FFC30_florfenicol Resistente
SXT25_trimetropim_ )
Sensible
Sulfamethoxazole
MTZ5_Metronidazol Resistente

La Tabla 9 presenta un analisis detallado de la sensibilidad antimicrobiana
de los agentes etiologicos gran positivos. Se utilizaron diferentes antimicrobianos,
y los resultados se interpretaron en funcion de los puntos de interrupcion del
diametro de la zona estipulados por el (CLSI-VETO1lS, 2024). Para
ERR5_enrofloxacina, se observa que el 50% de las cepas de Staphylococcus spp.
son sensibles, asi como también el 50% de las cepas son resistentes a dicho
farmaco, mientras que Streptococcus sp. muestra sensibilidad en el 100% de los
casos. En el caso de S10_Estreptomicina, se destaca la alta sensibilidad de
Staphylococcus spp. (83%) y Streptococcus sp. (17%); este antimicrobiano parece
ser una opcion viable contra estas cepas. CN10_Gentamicina frente a
Staphylococcus spp muestra resultados interesantes, con un 39% de sensibilidad,
el 33% es intermedio, mientras que el 28% presentan resistencia a dicho
antimicrobiano; en el caso de Streptococcus sp el 75% de las cepas son sensibles,
mientras que el 25% presentan una resistencia intermedia al mencionado farmaco.
TE30_tetraciclina exhibe sensibilidad en el 61% de Staphylococcus spp., asimismo
presentan una sensibilidad intermedia el 17% de las cepas y el 22% de las cepas
son resistentes a la tetraciclina; en el caso Streptococcus sp 50% de las cepas
presentan sensibilidad, mientras que también el 50% presentan una resistencia a
dicho antibiotico. La AML30_Amoxicilina muestra resistencia intermedia el 83% y
s6lo el 17% de Staphylococcus spp son sensibles al mencionado antibiético.
AUG30_Amoxicilina_Acido_Clavulanico presenta una sensibilidad del 100% en
Staphylococcus spp. y un 100% en Streptococcus sp. Este hallazgo sugiere que

este antimicrobiano puede ser una opcién efectiva en casos de infeccién por
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Staphylococcus spp. En relacion a la P10_Penicilina y la E15 Cefotaxin son
eficaces en el 100% de las cepas tanto para Streptococcus sp, como para
Staphylococcus spp. La E15_eritromicina, sélo presenta sensibilidad en el 33% de
las cepas, y una sensibilidad intermedia en el 61% de las cepas, mientras que 6%
de las cepas de Staphylococcus spp son resistentes al antibiético; con relacion a
Streptococcus sp., presenta una eficacia en el 25% de las cepas, mientras que el
75% de las cepas presentan una resistencia intermedia. La BA10_bacitracina,
frente a Staphylococcus spp, presenta una eficacia variable, por ejemplo, presenta
una sensibilidad en el 11% de las cepas, una sensibilidad intermedia del 72%,
mientras que el 17% de las cepas presentan una resistencia frente al antibiotico;
con relacion a Streptococcus sp, presenta una sensibilidad intermedia el 50% de
las cepas lo mismo que el 50% de las cepas son resistentes a la bacitracina.
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Tabla 09 Descripcion de la sensibilidad antimicrobiana de los agentes etiolégicos

Pruebas de sensibilidad(mm) para Gram positivo

Puntos de interrupcion

Staphylococcus spp.

Puntos de interrupcioén del

Streptococcus sp.

Antimicrobial Interpretacion del didmetro de la zona didmetro de la zona
N % n %
S >22 [0} 0% >22 4 100%
ERRS5_Enrofloxacina | 17 a22 9 50% 17 a22 (0] 0%
R <17 9 50% <17 0] 0%
S >9 15 83% >9 3 75%
S10_Estreptomicina | 7a9 3 17% 7a9 1 25%
R <7 (0] 0% <7 [0} 0%
S >16 7 39% >16 3 75%
CN10_Gentamicina | 13 a 15 6 33% 13 a 15 1 25%
R <12 5 28% <12 0] 0%
S >18 11 61% >18 2 50%
TE3O0_tetraciclina | 15a 18 3 17% 15a18 0] 0%
R <15 4 22% <15 2 50%
S >25 3 17% >25 1 25%
AML30_Amoxicilina | 19 a 25 15 83% 19 a 25 3 75%
R <19 o 0% <19 0] 0%
S >17 18 100% >17 4 100%
AUG30_Amoxi_Acido_Clavul | 14 a 17 (0] 0% 14 a 17 [0} 0%
R <14 o 0% <14 0] 0%
S >17 18 100% >17 4 100%
P10_Penicilina | 14 a 17 [0} 0% 14 a 17 0] 0%
R <14 (0] 0% <14 [0} 0%
S >17 18 100% >22 4 100%
E15_Cefotaxin | 15-17 [0} 0% 14-22 (0] 0%
R <15 0% <14 (0] 0%
S >23 6 33% >22 1 25%
E15_FEritromicina | 14 a 22 11 61% 14-22 3 75%
R <13 1 6% <14 (0] 0%
S >22 11% >22 (0] 0%
BA10O_bacitracina | 14-22 13 72% 14-22 2 50%
R <14 3 17% <14 2 50%

S= sensible, I= intermedio; R= resistente
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La Tabla 10 sobre la descripcion de la sensibilidad contra gram negativo
especificsmente de Escherichia coli (E.coli). Se observa resistencia variable, esto
evidenciado por los diametros del halo de inhibicion a los puntos de interrupcion
establecidos por (CLSI-VETOL1S, 2024); asi podemos sefalar que frente al
FFC30_florfenicol, presenta una resistencia el 100% de los casos, en relacion al
SXT25_trimetropim_sulfamethoxazole, presenta una sensibilidad en el 100% de los
casos, en el caso de la E15_Eritromicina, presenta una resistencia en el 100% de
los casos; TE30_tetraciclina, presenta una sensibilidad en el 100% de los casos al
igual que frente a la CN10_Gentamicina, S10_ Streptomicina, frente a la
ENR5_Enrofloxacina, es sensible en el 86%, resistencia intermedial4%; frente al
MTZ5_Metronidazol, presenta una resistencia el 100% de los casos y frente a la
AML30_Amoxicilina presenta una sensibilidad variable, es decir es sensible el 29%,
presenta una resistencia intermedia el 14% y el 57% de los casos presentd
resistencia. Estos resultados subrayan la importancia de una estrategia de
tratamiento precisa y adaptada, considerando la resistencia observada en la
poblacion de Escherichia coli analizada.

La elevada resistencia al florfenicol (FFC30), eritromicina (E15) y Metronidazol
(MTZ5), se observo en el 100% de las cepas analizadas de E. coli. estos resultados
son similares a los reportados por (Keyes et al., 2000), donde reportd niveles
elevados de resistencia a florfenicol en cepas ambientales de E. coli en sistemas
de produccion lechera, lo cual puede atribuirse al uso indiscriminado de este
antibidtico. En el caso del metronidazol, su ineficacia contra E. coli es ampliamente
documentada, dado que su mecanismo de accion es mas efectivo en
microorganismos anaerobios (Larsson & Flach, 2022). Resistencia Total a
Eritromicina (E15): La resistencia del 100% a eritromicina se alinea con reportes
previos que indican que este antibidtico es inefectivo contra bacterias Gram
negativas como E. coli (Saini et al., 2012). Este hallazgo destaca la importancia de
evitar el uso de eritromicina en el tratamiento de infecciones causadas por este

patégeno.

Alta Sensibilidad a Trimetropim-Sulfametoxazol (SXT25), Tetraciclina (TE30),
Gentamicina (CN10) y Estreptomicina (S10), en este estudio, se encontré que el

100% de las cepas de E. coli fueron sensibles a trimetropim-sulfametoxazol,
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tetraciclina, gentamicina y estreptomicina. Investigaciones en Argentina (Pefialoza
Pifa et al., 2021), han demostrado que trimetropim-sulfametoxazol sigue siendo
altamente efectivo contra infecciones urinarias causadas por E. coli, lo que
concuerda con nuestros hallazgos. La sensibilidad total a gentamicina y
estreptomicina concuerda con estudios en (Tello et al., 2022), que resaltan la
eficacia de estos antibioticos en infecciones bacterianas en el ganado. Sensibilidad
Variable a Amoxicilina (AML30), los resultados muestran que el 29% de las cepas
fueron sensibles a amoxicilina, un 14% presenté resistencia intermedia y el 57%
mostro resistencia. Este patron sugiere que la resistencia a betalactamicos esta
aumentando en las poblaciones de E. coli en ganado bovino, posiblemente debido
a la produccion de betalactamasas (C. Sharma et al., 2018). Alta Sensibilidad a
Enrofloxacina (ENR5), se encontré que el 86% de las cepas fueron sensibles a
enrofloxacina, mientras que un 14% presentd resistencia intermedia. Estos
resultados reflejan la efectividad continua de las fluoroquinolonas en el tratamiento
de infecciones por E. coli, aunque su uso debe ser regulado para evitar el desarrollo
de resistencia (WHO, 2022).

En el presente estudio se encontré una variabilidad diversa en cuanto a la
resistencia de agentes etiolégicos Gram negativos y especificamente de
Escherichia coli, esto se puede deber a: Uso excesivo e inadecuado de antibiéticos;
si las bacterias son expuestas repetidamente a estos antibiéticos, algunas cepas
pueden adquirir mutaciones que les permiten resistir su efecto (Abdi et al., 2021);
seleccién natural: Las bacterias tienen la capacidad de adaptarse a su entorno, y
aquellas cepas que poseen resistencia a los antibiéticos tendran una ventaja
selectiva cuando son expuestas a ellos. Con el tiempo, estas cepas resistentes
pueden predominar en la poblacion bacteriana (Shi et al., 2021); transferencia de
genes de resistencia: Las bacterias pueden intercambiar genes de resistencia entre
si a través de procesos como la conjugacion, transformacion o transduccion. Si una
cepa bacteriana adquiere genes de resistencia a los antimicrobianos de otras
bacterias, puede volverse resistente a estos antibiéticos (Coleman & Smith, 2014);
mecanismos de resistencia intrinseca: Algunas cepas bacterianas pueden tener
mecanismos de resistencia intrinseca a los antibioticos que les permiten sobrevivir
incluso en presencia de los mismos. Estos mecanismos pueden incluir la

produccion de enzimas que modifican o degradan los antibiéticos, bombas de eflujo
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gue eliminan los antibiéticos de la célula bacteriana, o modificaciones en los sitios
de union de los antibidticos (Baran et al., 2023). Presion selectiva en el entorno:
Las practicas de manejo en las granjas, como el uso de antibiéticos en la
alimentacion del ganado o en el tratamiento de enfermedades, pueden crear un
entorno en el que las cepas resistentes bacterianas son mas propensas a sobrevivir

y propagarse (Marutescu et al., 2022).
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Tabla 10. Descripcion de

sensibilidad

antimicrobiana de

etiologicos para Gram

Pruebas de sensibilidad(mm) para gram negativo

Antimicrobial

Interpretacion

Puntos de interrupcioén del diametro de la zona

Escherichia coli

%

FFC30_ florfenicol

0]

>29
28 a 29
<28

0%
0%
100%

SXT25_trimetropim_sulfamethoxazole
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14%
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29%
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S= sensible, I= intermedio; R= resistente
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VIIl. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

8.1. Conclusiones

Los principales agentes etioldgicos responsables de la mastitis subclinica en
vacas lecheras del distrito de Anta, regién de Cusco, son Staphylococcus
spp. Streptococcus sp. Escherichia. coli.; esto puede deberse a la ubicuidad
y colonizacién de dichos agentes, contaminacion durante el ordefio, factores
de manejo, resistencia a los antimicrobianos

El analisis de sensibilidad antimicrobiana revela que Staphylococcus spp.
presenta un patron mixto de resistencia y sensibilidad intermedia, lo que
limita las opciones de tratamiento sin una prueba previa de susceptibilidad.
Streptococcus sp. sigue siendo altamente sensible a varios antibiéticos,
incluyendo penicilina y cefotaxima, o que permite su control con tratamientos
convencionales. Por otro lado, Escherichia coli muestra alta resistencia a
enrofloxacina, florfenicol y metronidazol, indicando un riesgo significativo de
fracaso terapéutico si no se eligen antimicrobianos adecuados. Estos
hallazgos destacan la necesidad de uso racional de antibioticos y estrategias
de control para evitar la propagacion de resistencia bacteriana.

Los resultados obtenidos evidencian una alta resistencia bacteriana en
patdbgenos asociados a mastitis subclinica, especialmente en E. coli y
Staphylococcus spp., lo que sugiere un uso inadecuado o excesivo de
antibidticos en la region. La presencia de sensibilidad intermedia en varios
antimicrobianos indica que la eficacia del tratamiento puede ser variable,

requiriendo ajustes segun cada caso clinico.
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8.2. Recomendaciones

Es fundamental implementar monitoreos periédicos de resistencia
antimicrobiana, fomentar practicas de manejo adecuado del ganado y
promover protocolos de bioseguridad en las unidades de produccion lechera
para reducir la seleccion y diseminacion de cepas resistentes.

Basandonos en la identificacion de agentes etiol6gicos, se recomienda
implementar medidas de control y prevencion especificas para la mastitis
subclinica. Esto puede incluir mejoras en las practicas de manejo y
protocolos de higiene para reducir la incidencia de la enfermedad.

Dada la variabilidad en la sensibilidad antimicrobiana, se sugiere realizar una
seleccion mas racional de antimicrobianos en los protocolos de tratamiento.
Esto implica adaptar los tratamientos segun la susceptibilidad especifica de
los agentes etiolégicos, reduciendo asi la presion selectiva sobre los
antimicrobianos.

Para garantizar la eficacia a largo plazo de las estrategias implementadas,
se recomienda un monitoreo continuo de la resistencia antimicrobiana y la
incidencia de mastitis subclinica. Este enfoque permitira ajustes proactivos
en las practicas de manejo y tratamiento para mantener la salud éptima del

ganado lechero en la region de Cusco.
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X. ANEXOS

Presentacion de la mastitis de acuerdo a la raza, edad, nimero de partos, cuarto mamario

Estadisticos

CUARTO
CUARTO ANTERIOR CUARTO CUARTO
EDAD/ N° ANTERIOR IZQUIERD POSTERIOR POSTERIOR
RAZA Afios PARTOS DERECHO O DERECHO 1IZQUIERDO
N Valido 91 91 91 91 91 91 91
Desv. Desviacion 2,684 1,569
Tabla 2 Tabla de frecuencias
RAZA
Frecuencia % % valido % acumulado
Valido Brown Swiss 53 58,2 58,2 58,2
Holstein 37 40,7 40,7 98,9
HIBRIDA 1 1,1 1,1 100,0
Total 91 100,0 100,0

La raza predominante es Brown Swiss (58.2%), seguida por Holstein (40.7%) y una

minoria de hibridos (1.1%).

Esto indica que la poblacion de estudio estd compuesta principalmente por razas

especializadas en produccién lechera.

Interpretacion: Se podria evaluar si existe una relacion entre la raza y la

susceptibilidad a la mastitis subclinica, considerando factores genéticos o

diferencias en el manejo.
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Tabla 3 Prevalencia de la mastitis subclinica en vacas, segun edad

EDAD/Af0s
Edad Frecuencia % % véalido % acumulado

2 16 17,6 17,6 17,6
6 16 17,6 17,6 35,2
8 16 17,6 17,6 52,7
7 13 14,3 14,3 67,0
3 9 9,9 9,9 76,9
10 7 7,7 7,7 84,6
4 6 6,6 6,6 91,2
9 4 4.4 4.4 95,6
5 2 2,2 2,2 97,8
11 1 11 11 98,9
12 1 1,1 11 100,0
Total 91 100,0 100,0

» Las edades con mayor prevalencia de mastitis subclinica son 2, 6 y 8 afios
(17.6% cada una).

» Las vacas mas jovenes (2-3 afios) y de edad intermedia (6-8 afios) son las
mas afectadas, mientras que las vacas de 10 afios en adelante tienen una
menor prevalencia.

» Esto sugiere que la mastitis puede estar influenciada por la edad,
posiblemente debido a la inexperiencia de las vacas jévenes o el desgaste
fisiol6gico en vacas adultas. Se recomienda evaluar el manejo del ordefio en

estos grupos etarios.
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Tabla 4 Prevalencia de mastitis segun numero de partos

NUMERO DE PARTOS

Frecuencia % % vélido % acumulado

Valido 1 25 27,5 27,5 27,5

3 21 23,1 23,1 50,5

4 20 22,0 22,0 72,5

2 11 12,1 12,1 84,6

5 7 7,7 7,7 92,3

6 7 7,7 7,7 100,0

Total 91 100,0 100,0

» La mayor frecuencia de mastitis subclinica se observa en vacas con 1 parto
(27.5%), 3 partos (23.1%) y 4 partos (22.0%).

» Se observa una tendencia decreciente a partir del quinto parto.

» Es posible que vacas primerizas sean mas susceptibles debido a su falta de
exposicidon previa a infecciones. Sin embargo, vacas con multiples partos

pueden desarrollar resistencia o recibir un mejor manejo preventivo.

Tabla 5 Prevalencia de mastitis subclinica en el cuarto anterior derecho

CUARTO ANTERIOR DERECHO

Frecuencia % % valido % acumulado
Valido Negativo 85 93,4 934 93,4
Positivo 6 6,6 6,6 100,0
Total 91 100,0 100,0

» 6.6% de los casos fueron positivos, con 93.4% de negatividad.
» Es el cuarto menos afectado, lo que podria deberse a una menor exposicion

a contaminantes.
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Tabla 6 Prevalencia de mastitis subclinica en el cuarto anterior izquierdo

CUARTO ANTERIOR IZQUIERDO

Frecuencia % % valido % acumulado
Vélido Negativo 81 89,0 89,0 89,0
Positivo 10 11,0 11,0 100,0
Total 91 100,0 100,0

» 11.0% de los casos fueron positivos, mostrando un incremento con respecto
al anterior derecho.
» Esto sugiere que la mastitis puede no distribuirse equitativamente en los

cuartos anteriores.

Tabla 7 Prevalencia de mastitis subclinica en el cuarto posterior derecho

CUARTO POSTERIOR DERECHO

Frecuencia % % vélido % acumulado
Valido Negativo 82 90,1 90,1 90,1
Positivo 9 9,9 9,9 100,0
Total 91 100,0 100,0

» 9.9% de los casos positivos, con 90.1% negativos.

» Tiene una prevalencia mayor que los cuartos anteriores
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Tabla 8 Prevalencia de mastitis subclinica en el cuarto posterior izquierdo

CUARTO POSTERIOR IZQUIERDO

Frecuencia % % valido % acumulado
Valido Negativo 78 85,7 857 85,7
Positivo 13 14,3 143 100,0
Total 91 100,0 100,0

» 14.3% de los casos positivos, siendo el cuarto mas afectado.

» Interpretacion global:

« Los cuartos posteriores son mas susceptibles, especialmente el posterior
izquierdo.

o [Esto concuerda con estudios previos que indican que los cuartos
posteriores soportan mayor produccién de leche y estdn mas expuestos a
contaminacion.

e Se recomienda mejorar la higiene en el ordefio y monitorear estos cuartos

con mayor frecuencia.

« La mastitis subclinica tiene una mayor prevalencia en vacas jovenes (2-3
afos) y de edad intermedia (6-8 afos), lo que sugiere una relacién con la

experiencia de ordefio y resistencia inmunolégica.

o LarazaBrown Swiss es la mas representada, por lo que se podria analizar

si tiene mayor susceptibilidad a la mastitis en comparacion con la Holstein.

« El cuarto posterior izquierdo es el mas afectado (14.3%), mientras que el
anterior derecho es el menos afectado (6.6%), indicando que los cuartos

posteriores deben recibir mayor atencién en el control de infecciones.

o Se recomienda implementar estrategias de manejo preventivo en vacas
jovenes y cuartos posteriores, asi como realizar un seguimiento del
namero de partos para entender mejor su impacto en la mastitis

subclinica.
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Anexo 1. Prueba de CMT y realizar la encuesta

Anexo 2. Desinfeccién de la paleta
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Anexo 3. Recoleccion leche en paleta

99



Anexo 5. Recoleccion de muestra que sali6é positivo al CMT
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Anexo 7. Adicién de medio de cultivo a las placas
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Anexo 9. Siembra de muestra con hisopo en medio de cultivo
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Anexo 11. Tincién Gram

Anexo 12. Aplicacion de reactivo en la tincion Gram
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Anexo 13. Reactivo para realizar la prueba de catalasa

Anexo 14. Aislamiento a medios mas selectivos
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Anexo 15. Crecimiento de colonias en medio selectivo
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Anexo 17. Extraccion de colonias para su dilucion en tubo de ensayo
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Anexo 20. Medicién de los halos
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