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RESUMEN

El objetivo del trabajo fue identificar bacterias y su resistencia antimicrobiana, en
muestras de leche cruda a partir de bovinos con mastitis subclinica (MSC) y clinica (MC),
determinadas por recuentos de células somaticas (RCS). El RCS, fue clasificado en 2
categorias; las determinantes de MSC = 200.000 hasta < 260.000 cél/ml, y las
determinantes de MC > 260.000 cél/ml, se obtuvieron 142 aislamientos bacterianos.
Para analizar la susceptibilidad antimicrobiana, se utilizé el método de concentracion
inhibitoria minima, con tarjetas de uso veterinario en el equipo Vitek. Como resultado se
obtuvo 56 animales con MC, aislandose las siguientes bacterias: Streptococcus
dysgalactiae, Streptococcus uberis, Enterococcus faecium, E. gallinarum, Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus coagulasa negativos (SCN),
Pseudomonas aeruginosa, Kocuria kristinae. Con MSC, 7 animales, recuperandose
Corynebacterium bovis, SCN, Kocuria kristinae, Pseudomonas aeruginosa vy
Staphylococcus aureus. En la resistencia antimicrobianos, el 44%, 36%, 15% de los
SCN mostraron ser resistentes frente a penicilina, tetraciclina y cefpodoxima
respectivamente; S. aureus 24%, 19% a la cefpodoxina y penicilina; 50% de los
Streptococcus spp., resistentes a clindamicina y 33% a enrofloxacina y marbofloxacina;
P. aeruginosa 100% resistente a trimetoprima sulfametoxazol y cloranfenicol. Estos

valores nos obligan al control en el uso indiscriminado de estos antibidticos.



ABSTRACT

The objective of the work was to identify bacteria and their antimicrobial
resistance, in raw milk samples from bovines with subclinical mastitis (MSC) and clinical
(MC), determined by somatic cell counts (RCS). The RCS was classified into 2
categories; the determinants of MSC = 200,000 up to < 260,000 cells / ml, and the
determinants of MC > 260,000 cells / ml, 142 bacterial isolates were obtained. To analyze
antimicrobial susceptibility, the method of minimum inhibitory concentration was used,
with cards for veterinary use in the Vitek team. As a result, 56 animals were obtained
with MC, isolating the following bacteria: Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus
uberis, Enterococcus faecium, E. gallinarum, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus coagulasa negative (CNS), Pseudomonas aeruginosa, Kocuria
kristinae. With MSC, 7 animals, recovering Corynebacterium bovis, CNS, Kocuria
kristinae, Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus. In antimicrobial
resistance, 44%, 36%, 15% of the CNS showed to be resistant against penicillin,
tetracycline and cefpodoxime respectively; S. aureus 24%, 19% to cefpodoxin and
penicillin; 50% of Streptococcus spp., resistant to clindamycin and 33% to enrofloxacin
and marbofloxacin; P. aeruginosa 100% resistant to trimethoprim sulfamethoxazole and
chloramphenicol. These values force us to control the indiscriminate use of these

antibiotics.

Palabras claves: Resistencia antimicrobiana, mastitis clinica, mastitis subclinica,

Recuento de células somaticas
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INTRODUCCION

La produccién y calidad de leche como la rentabilidad para los productores, se
ve disminuida cuando se presentan patologias como la mastitis, la cual es una
enfermedad inflamatoria de origen infeccioso, traumatico o toxico, de alta incidencia en
los hatos lecheros a nivel mundial, causante de grandes pérdidas econémicas para los
productores, debidas al descenso de la produccion de leche y a los costos de las
terapias instauradas, que también disminuye la calidad de la leche, impactando la
inocuidad alimentaria. (Pellegrino et al., 2011; San Martin et al., 2002; Ramirez et al.,
2001; Calderon y et al., 2006; Calvinho y Tirante, 2005; Pifierez y et al., 2005). En el
Paraguay es considerada una enfermedad con alta prevalencia en el ganado lechero y
es una de la mas importante que afecta la industria lechera considerada una importante

fuente de ingreso a nivel nacional.

MASTITIS BOVINA

Generalidades

Varios autores han definido la mastitis, como la respuesta inflamatoria de la
glandula mamaria a una agresion (Kerr y Wellnitz, 2003; Bannerman et al., 2004). Es
probablemente la mas costosa de las enfermedades infecciosas endémicas que afecta
al ganado lechero, ejerciendo un gran impacto en la produccion y bienestar animal, asi
como en la calidad de la leche (Hillerton y Berry, 2005). Se caracteriza por la entrada de
células somaticas, principalmente neutrofilos polimorfonucleares (PMN), a la glandula
mamaria y por un aumento en el contenido de proteasa en la leche producida (Kerr y
Wellnitz, 2003).

Tipos de Mastitis

Mastitis clinica (MC)

La MC es una enfermedad reconocida comunmente por los signos clinicos que
puede desencadenar signologia sistémica como hipertermia, cuartos mamarios
inflamados, con aumento de tamano y enrojecidos. Hay una disminucion en la cantidad

y calidad de la leche, la que se presenta alterada tanto en su apariencia macroscépica
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(grumos) como microscopica (presencia de diferentes células). En algunos casos, llega
a estados de fibrosis con pérdida de la funcién por atrofia de los alvéolos galactéforos
(Calderén et al., 2011; Echeverri et al., 2010; Russi, 2008).

Mastitis subclinica (MSC).

Las vacas con MSC no muestran ninguna sefial de la enfermedad ni
manifestaciones visibles (Kerr y Wellnitz, 2003), (Hansen et al., 2004; Hillerton y Berry,
2005) por lo que es dificil de diagnosticar. La glandula mamaria no presenta alteraciones
clinicas y el descenso y aspecto de la leche son normales, a pesar de que se encuentran
un aumento en el niumero de células somaticas y células blancas. (Fernandez et al.,
2012; Parada et al.,, 2011; Echeverri et al.,, 2010) asi como una disminucién en la

produccién de leche (Hansen et al., 2004; Hillerton y Berry, 2005).

En hatos lecheros es mas comun encontrar casos de MSC que de MC, en una
relacién de 30:1, encontrando que la primera produce mayor disminucion de leche por
persistir durante largos periodos de tiempo (Echeverri et al., 2010). Los diferentes
autores indican que la prevalencia, de cualquier tipo de mastitis, se encuentra entre 15-
40% del total de animales de produccién. En Argentina se reporta menos del 6% de MC
y cerca del 40% para MSC (Manijarrez et al., 2012; Pellegrino et al., 2011; Cruz et al.,
2007).

Mastitis cronica

La forma cronica puede comenzar como MC o MSC y puede ser detectada con
signos intermitentes de MC. Tiene usualmente un desarrollo progresivo de tejido
cicatrizante y muestra un cambio en el tamafo y forma de la glandula afectada,
acompafado de pérdidas o reducciones en la produccién de leche. El tiempo entre los
episodios de MC y MSC puede variar marcadamente, dependiendo de los
microorganismos infecciosos, del estrés del animal y otros factores (Philpot y Nickerson,
1993).



Agentes etiolégicos bacterianos causales de mastitis bovina.

Patogenos causantes de Mastitis.

Los mas comunes son Staphylococcus aureus (S. aureus) y Streptococcus
agalactiae (Strep. agalactiae) La fuente de contagio es la misma glandula de otras vacas
en el establo, sin embargo, las manos de los ordefiadores pueden actuar como una
fuente de infeccidon de S. aureus. Ambas bacterias, se han aislado de leche de animales
con casos de mastitis subclinica. La via principal de transmisién es de vaca a vaca
cuando se utilizan los mismos instrumentos para lavar las glandulas de los animales,
asi como de pezoneras y equipo de ordefio mal desinfectado. Mycoplasma bovis (M.
bovis) es menos comun como causa de mastitis contagiosa, este llega a causar brotes
de mastitis clinica que no responden a la terapia y son dificiles de controlar. La mayoria
de los brotes por M. bovis estan asociados a la introduccién de nuevos animales en el
hato. Estas bacterias que son las mas comunes como causa de mastitis contagiosa

infectan del 7 al 40% de los animales en el rodeo (Jacobo, et al., 2015).

Patogenos Oportunistas

Los patdégenos oportunistas que residen en la piel del pezdén tienen la habilidad
de provocar una infeccion inframamaria por una infecciéon ascendente a través del canal
del pezon, los Staphylococcus coagulasa negativos (SCN) son las bacterias

oportunistas mas comunes asociados a mastitis (Bonetto, 2014).

Patdégenos ambientales

Este tipo de mastitis esta asociada a bacterias que se pueden clasificar en tres

grupos:

a) Coliformes: principalmente Escherichia coli (E. coli) y Klebsiella spp.
b) Streptococcus spp ambientales: Strep. dysgalactiae y Strep. uberis.
c) Trueperella pyogenes.

El habitat de estas bacterias es el medio ambiente en donde se encuentran las
vacas, principal fuente de infeccién debido al manejo inadecuado de las instalaciones y
falta de higiene. Son ejemplos de mal manejo, mantener las camas humedas, establos
sucios con humedad, referente al animal se considera una mala administracion al
inadecuado manejo de la glandula antes del ordefo, presencia de heridas en los

pezones y un deficiente control de moscas. Las bacterias coliformes son una causa
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comun de mastitis clinica, ocasionalmente de presentacién muy aguda. En el caso de
Trueperella pyogenes se puede aislar como causa de mastitis estacional ya que afecta
principalmente a vacas secas y a vacas que se encuentran en la ultima etapa de la

gestacion.

Dentro de los microorganismos causantes de mastitis, S. aureus a nivel mundial
es la bacteria mas prevalente y de mayor patogenicidad (Fernandez et al., 2012;
Pellegrino et al., 2011; Boscan et al., 2009; Haveri et al., 2005). Estudios realizados en
Chile, indican que esta bacteria es la mas frecuente y sobre la cual se ha desarrollado
mas resistencia a antimicrobianos (Betancourt et al., 2003). Sin embargo, en otro estudio
desarrollado en las regiones V y X de Chile se encuentra una prevalencia de E. coli de
40,7%, seguida por S. aureus con 16% (San Martin et al., 2002). En Argentina, indican
que 75,3% de las cepas aisladas fueron del género Staphylococcus spp., dentro de las
cuales cerca del 30%, fueron S. aureus y el porcentaje restante correspondidé a

Streptococcus spp., E. coli y Bacillus spp. (Pellegrino et al., 2011).

En Paraguay, se aislaron 5 géneros bacterianos predominantes en leche cruda,
siendo estos Staphylococcus spp. (46,4%), Streptococcus spp. (18,6%),
Corynebacterium spp. (18,3%), Klebsiella spp. (12,9%) vy E. coli (3,8%) (Florentin, 2007).
Otros microorganismos aislados de la leche, como saprofitos o como patégenos son:
Micrococcus spp., Lactobacillos spp., Listeria spp., Corynebacterium spp.,
Microbacterium spp., Propionibacterium spp. y Clostridium spp. Dentro de las
gramnegativas se incluyen: E. coli, Pseudomonas, Aeromonas y la familia
Enterobactereacea (Russi, 2008). En Monteria (Colombia), en hatos de doble propdsito,
el principal género de bacterias productoras de mastitis fueron diferentes tipos de
Staphylococcus seguidas por Streptococcus y finalmente, Corynebacterium y E. coli
(Calderon et al., 2011). En el estado de Pernambuco (Brasil) se tomaron muestras de
185 vacas, resultando en 708 cuartos muestreados. Se aislaron microorganismos
patdgenos en el 61% de las muestras con mayor prevalencia para Corynebacterium spp.
(45%), Staphylococcus spp. (29,6%) y Streptococcus spp. (14,6%) en el ordefie manual;
Staphylococcus spp. (36,4%), Corynebacterium spp. (27,6%), Micrococcus spp. (15,6%)
y Streptococcus spp. (12,9%) en ordefie mecanico. Los rebafos ordenados
mecanicamente tuvieron mayor prevalencia de mastitis subclinica, tanto para el
diagnéstico por la prueba de California (CMT), como para el recuento de células

somaticas (RCS) y cultivo bacterioldgico (Ruiz et al., 2011).



Manejo de la mastitis

National Mastitis Council en su publicacion sobre “Principios para la Prevencién
de la Mastitis Bovina”, describe la aplicacion de trece puntos de manera conjunta para
establecer un programa de control de la mastitis de forma mas correcta para mejorar la
calidad de la leche. Entre estos puntos se encuentran: evitar las nuevas infecciones,
mantener los animales en un medio ambiente seco y cuidado, establecer pautas de

tratamiento adecuadas y eliminar los animales incurables (Bramley, 1996).

En el manejo integral de las MC y MSC se incluye el uso de antimicrobianos,
administrados via sistémica e intramamaria respectivamente. Dentro de los grupos
farmacoldgicos mas utilizados se destacan betalactamicos (penicilinas, cefalosporinas),
nuevos betalactamicos, macrdélidos y algunos aminoglucésidos. Sin embargo, algunos
de estos antimicrobianos también son utilizados con fines profilacticos, durante el
periodo de secado para reducir la mastitis en la siguiente lactancia (Pellegrino et al.,
2011; Bajwa et al., 2007; Betancourt et al., 2003).

La emergencia de la resistencia antimicrobiana tiene como consecuencia la
disminucion de la eficacia de los tratamientos tradicionales, asi como en la salud publica,
por la transmisién de microorganismos al ser humano a través de la leche. (Costa y
Reineman, 2004).

El desarrollo de resistencia es un proceso dindmico y progresivo, que debe ser
estudiado de manera periodica en las diferentes regiones del mundo. (Becerra et al.,
2009). La identificacion de las bacterias clinicamente significativas aisladas de procesos
infecciosos y los resultados de los estudios de sensibilidad, constituyen herramientas
fundamentales para un manejo eficiente del paciente infectado. La rapidez en el
diagnéstico y tratamiento reduce no sélo la morbilidad y mortalidad sino también la

propagacion de la infeccion (Barenfanger et al., 1999.; Doern et al., 1994).

Durante las ultimas décadas se han desarrollado equipos automatizados y
semiautomatizados que permiten identificar a las bacterias y la sensibilidad a los
antimicrobianos en un periodo de tiempo que oscila entre 2 y 7 h comparado a las 48 h
que como minimo habitualmente demoran los métodos tradicionales (Sung et al., 2000;
O'Hara et al., 1997; Robinson et al., 1995). Existen diferentes tipos de equipos.
La diferencia entre éstos radica en varios factores: la rapidez y confiabilidad en los

resultados de identificacion y sensibilidad antimicrobiana, el espectro de
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microorganismos abarcado, los costos de mantenimiento, control de calidad y la
presencia de un software anexo con capacidad de controlar los mecanismos intrinsecos

y adquiridos de resistencia antimicrobiana.

VITEK (Laboratorio bioMérieux, Argentina) es un sistema automatizado de
identificacion bacteriana y estudio de sensibilidad antimicrobiana. La identificacion de
las bacterias se basa en la inoculacién de una suspension de microorganismos en
tarjetas con determinados paneles de reacciones bioquimicas. La sensibilidad
antimicrobiana se lleva a cabo en forma similar a través de tarjetas que contienen
diluciones estandarizadas de distintos antibidticos correspondientes a los puntos de
corte de sensibilidad establecidos por The Clinical & Laboratory Standards Institute
(CLSI) (Jorda et al., 2004).

Patogenia

Las Células Somaticas

Las células somaticas estan constituidas por una asociacion de leucocitos y
células epiteliales y normalmente estan presentes en la leche en niveles bajos. Los
leucocitos en la leche son una respuesta a la inflamacién que puede aparecer debido a
una enfermedad o, a veces, tras una lesion. Cuando los microorganismos causantes de
mastitis invaden un cuarto de la ubre y empiezan a multiplicarse o cuando el niumero de
estos aumenta significativamente en un cuarto infectado, el organismo de la vaca
responde con leucocitos para combatir a dichos microorganismos causantes de la
mastitis (Philpot, 2001). Las células epiteliales se desprenden del revestimiento del
tejido de la ubre (Blowey y Edmondson, 1995). La presencia de un incremento del
numero de estas células dentro del alveolo es un indicador como respuesta a la
infeccién; aun cuando no han sido detectadas al observar la leche de la vaca (como
ocurre en la MSC) (Carrién, 2001). El contenido de células somaticas en la leche nos
permite conocer datos claves sobre la funcion y el estado de salud de la glandula
mamaria lactante y debido a su cercana relacién con la composicion de la leche es un
criterio muy importante que constituye la calidad de la leche (Wolter y Kloppert, 2004).
Las bacterias ambientales estan presentes en el medio ambiente de la vaca, en su piel,
suelo, charcos de agua, etc. y penetran en la ubre cuando se dan determinadas
condiciones. Una vez que las bacterias ingresan a las células en el interior de la glandula
mamaria se inicia la respuesta inmunitaria del organismo enviando globulos blancos

para neutralizar a las bacterias invasoras. Estos glébulos blancos son en esencia lo que
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constituye los conteos de células somaticas. Un alto RCS en la leche de vacas
individuales o en el tanque de enfriado significa que las bacterias han invadido la
glandula. (Garcia, 2004). Las bacterias que invaden el canal del pezén pueden
clasificarse en patdgenas o ambientales. El contenido de células somaticas en la leche
nos permite conocer el estado funcional y de salud de la glandula mamaria en periodo
lactante; debido a su estrecha relacion con la composicion de la leche, es un criterio de
calidad muy importante (Bedolla y Castarieda, 2004; Wolter et al., 2004). (Tabla 1)

Células/ml de leche Estado de la ubre
Hasta 100.000 Sana, leche normal
De 100.000 & 200.000 Sospgchoso, nivel fisiolégico
superior
Mas de 200.000 Mastitis, leche anormal

Tabla 1. Diagnostico de un cuarto segun el conteo de células somaticas. Fuente: Carlos
Bedolla Cedefio (2004). Importancia del conteo de las células somaticas en la calidad de la leche bovina

Efectuar conteos celulares somaticos es un procedimiento comun, sobre todo en
la industria lactea para medir la calidad de la leche. En el rodeo se utiliza como indicador
de las infecciones. Cuando el RCS resulta elevado, ya sea de una vaca o del tanque

enfriador, indica que hay un problema de mastitis.

El RCS es la medicion mas ampliamente utilizada para supervisar el estado
inflamatorio de las glandulas mamarias; puede ser realizada en la leche en: a) cuartos
individuales, b) vacas individuales, c) el hato completo d) un grupo de hatos. La infeccién
intramamaria es el principal factor causante de cambios en el RCS en la leche. Mas del
98% de las células somaticas que se encuentran en la leche provienen de las células
blancas que ingresan a la misma en respuesta a la invasiéon bacteriana de la ubre. Un

alto RCS se asocia con la pérdida de la produccion de leche (Garcia, 2004).

Factores de riesgo en los animales

Las causas que determinan un alto contenido de células somatica en la leche son:
* La infeccion de la glandula mamaria.
* Laedad de la vaca y el estado de lactancia.

En general las células somaticas aumentan con la edad y el estado de lactancia.
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Al final de la lactancia y en las primeras semanas posteriores al parto se puede producir
aumento del RCS independientemente del nivel de infeccién en la glandula mamaria.
Este aumento parece ser producto de un mecanismo natural de defensa inmunitario
preparatorio del parto para incrementar las defensas organicas de la glandula mamaria
en el momento tan critico como lo es el periodo perinatal. Aquellos cuartos sin infeccion

reducen rapidamente el RCS dentro de pocas semanas posteriores al parto.
*  Estrés y estacion del afio.

a) Ambientales: excesivo calor, tiempo muy frio, lluvias prolongadas, vientos

fuertes, nevadas, sequias, inundaciones.

b) Régimen de vida: instalaciones precarias, comederos y bebederos de poca
capacidad, ambientes sucios, oscuros, ventilacion exagerada o deficiente,

hacinamiento, promiscuidad.

c) Manejo: destete, embarques, transportes, cambios de potrero, arreos largos y

apresurados, ordefie, vacunaciones.

d) Nutriciéon: hambre, sed, sobrealimentacion, cambios de nutricién, pasturas

suculentas, secas, aguas salobres, alimentos inadecuados para el bovino.
e) Enfermedades: viricas, micoéticas, parasitarias, intoxicaciones.
f) Quirargicos (Hinsch, 1974)

Sin embargo, la evidencia experimental indica que estas causas solo pueden
provocar limitados cambios en el RCS.

* EIRCS es bajo cuando las vacas se mantienen en ambientes higiénicos,
secos y confortables como las praderas bien manejadas. Las condiciones
climaticas y el manejo en general son factores importantes dentro de un

programa permanente sobre control deben aplicarse constantemente
* Lesiones en la ubre

Las lesiones en la ubre pueden aumentar temporalmente el RCS incluso sin que
exista infeccion de la glandula mamaria. Estos aumentos seran de corta duracion y
mejoraran en la medida que sanen las heridas que la provocaron. El tejido dafiado es
susceptible a la infeccion, por lo tanto, es importante la prevencion de traumatismos de
la ubre, preocupandose de evitar la existencia de alambres, palos, pisos resbaladizos,

puentes, alcantarillas en mal estado, dormideros de dimensiones y materiales
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inapropiados, etc.
*  Causas indirectas

Rutinas de ordefie inapropiadas contribuyen significativamente a generar nuevas
infecciones debido a la transmisién de la mastitis durante el ordefie. El resultado es un
elevado RCS. Adicionalmente, equipos defectuosos o instalaciones inapropiadas, falta
de mantencion de los equipos de ordefie, elementos de goma no cambiado de acuerdo
con las especificaciones del fabricante, insuficiente capacidad de vacio, fluctuaciones
de vacio, no cortar el vacio antes de retirar las pezoneras pueden causar traumas y
dafar el pezon y transmitir agentes infecciosos durante el ordefie. Por lo tanto, la
revision periddica del equipo de ordefie por personal especializado debe realizarse al

menos dos veces al afno (Butendieck, 1997).

Reduccién en la composicion de la leche y sus efectos econémicos

Cuando el RCS del hato aumenta, se observa una disminucién correspondiente
en la produccion de leche. Esta disminucién se produce como consecuencia del dafio
infligido al tejido que produce la leche por las bacterias o de las toxinas que elaboran.
Una investigacién canadiense ha demostrado que la produccidn de leche disminuye en
un 2,5% por cada aumento de 100.000 en el recuento de células a partir de la cifra
basica de 200.000. Es de esperar que en un hato con un recuento de 500.000 tenga
una disminucion del 7,5% en la produccion debido a la MSC. En los hatos con
tratamientos correctos de la mastitis, se puede mantener con facilidad un recuento de
200.000 y por ello se propuso esta cifra como valor de referencia en el cual existen

disminuciones insignificantes de la produccion (Blowey y Edmondson, 1995).

Cuando la leche de todas las vacas en el hato se mezcla, como en el tanque a
granel, el RCS en una muestra compuesta es un buen indicador de la prevalencia de la
mastitis en el hato. Un RCS mayor a 200.000 cél/ml indica la presencia de mastitis
subclinicas. Los RCS por debajo de 400.000 cél/ml en tanques son tipicos de los hatos
que poseen buenas practicas de manejo, pero que no hacen un particular énfasis en el
control de la mastitis. Los hatos que poseen un programa de control efectivo de la
mastitis poseen en forma consistente conteos por debajo de las 100.000 cél/ml. Conteos
de células somaticas mayores de 500.000 cél/ml indican que un tercio de las glandulas

se encuentran infectadas y que la pérdida de leche debido a mastitis subclinica es mayor
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de 10% (Garcia, 2004).

El recuento de células somaticas en el tanque (BTSCC) permite definir los
valores minimos de células somaticas permitidos en el tanque de la leche, asumiendo
que un bajo porcentaje de las vacas presentan cuartos lecheros con prueba positiva al
CMT y consecuentemente, bajos valores de RCS. Estos valores tienen una implicacion
de gran importancia para el control de calidad de la leche y son la base de los estandares

internacionales para su comercializacion (Mufioz et al., 2007).

Desde el punto de vista econdmico los bajos RCS significan para el productor:
* Aumento en la produccién de leche

* Disminucién del numero de vaquillas de reemplazo

* Menos leche de descarte

* Reduccién en el costo de medicamentos y del veterinario

» Aumento en el rendimiento del producto final (Garcia, 2004).

Tratamiento de la mastitis bovina

Si bien existen numerosos factores que influyen en la presentacion de la mastitis,
estos responden principalmente a la infeccidn por microorganismos patdégenos, entre
los cuales algunas especies bacterianas juegan un rol particularmente importante.
Considerando este aspecto la terapia de mastitis clinica se focaliza en la eliminacion del
agente infeccioso, utilizando como primera herramienta terapéutica los antimicrobianos
(San Martin, et al., 2002).

Durante las ultimas décadas se han obtenido numerosos compuestos
antimicrobianos de incuestionable utilidad e incluso antimicrobianos de uso exclusivo en
medicina veterinaria. Pero paralelamente se ha instalado el debate acerca del
incremento de la resistencia a los tratamientos antimicrobianos y la consecuente
amenaza contra la eficacia de estos (Bonetto, 2014). Para seleccionar un
antimicrobiano, el médico veterinario no solo necesita conocer el agente etioldgico

involucrado, sino también su susceptibilidad a los antibidticos.

En general, la respuesta es mayor en mastitis, por Strep. agalactiae y Strep.
dysgalactiae, ya que estos organismos estan asociados a los conductos y a la leche

dentro de la glandula. Por el contrario, S. aureus puede estar confinado dentro de los
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neutrofilos o protegido por el tejido cicatrizal y la correlacion entre pruebas de
susceptibilidad in vitro y eficacia in vivo es menor. Finalmente, es prioritario que las
vacas con mastitis agudas sean detectadas en forma temprana y tratadas rapidamente,
ya que una demora de unas pocas horas puede ser la diferencia entre el éxito y el
fracaso. Asimismo, se deben evitar los preparados caseros, aplicando soélo
formulaciones de reconocida eficacia. La aplicacién intramamaria de productos no
formulados para esa via y en condiciones higiénicas inadecuadas puede llevar a la

proliferacién de infecciones severas por patégenos ambientales.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

- Determinar la prevalencia y perfil de resistencia antimicrobiana de bacterias
causantes de mastitis aisladas en leche cruda bovina en un establecimiento de

la localidad de Shoenweide del Departamento de Presidente Hayes — Paraguay

OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Aislar e identificar las especies de bacterias presentes en muestras
de leche cruda bovina con diagnodsticos de mastitis clinicas y

subclinicas segun conteo de células somaticas.

*  Evaluar el comportamiento de Staphylococcus, Streptococcus y
Enterobacterias aisladas en este trabajo frente a los diferentes
antimicrobianos utilizados en Paraguay para el tratamiento de
mastitis.
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MATERIALES Y METODOS

1. Lugar de estudio:

* Localidad de Schoenweide— Presidente Hayes — Regién Oriental del
Paraguay (Gréfico 1). Es una localidad paraguaya del Departamento de
Boquerdn. Forma parte de una de las colonias menonitas que se situan

en el Chaco Paraguayo.
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Grafico 1: Estancia Schonweide — Presidente Hayes — Region Oriental del Paraguay. * La estancia se

encuentra resaltada en color rojo.

2. Muestras analizadas:

Se analizaron todos los bovinos lecheros (83), resultando en 332 cuartos
muestreados, en produccioén en distintos estadios de lactancia (entre 56 y 508 dias) que

habitan en la estancia Schonweide.
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3. Metodologia
a. Métodos de conteo electrénico celular por citometria de flujo

Se tomaron muestras de los 332 cuartos muestreados de los 83 animales, en 2
frascos estériles de 60 ml, uno de ellos para el analisis bacteriologico y el otro con el
conservante Bronopol (marca Broad spectrum Microtabs) para la determinacion del
RCS en el equipo Fossomatic™ . Se colocaron los frascos estériles de 60 ml con
muestras de leche dentro de un bafio termostatico a 40° C. Se analizaron las mismas
en el equipo Fossomatic, el mismo tife las células somaticas con un colorante
fluorescente (bromuro de etidio) para obtener una reaccion con el ADN de las células.
Debido a que el bromuro de etidio penetra en la célula y forma un complejo fluorescente
con el ADN nuclear, la célula produce un pulso eléctrico que se amplifica y pasa frente
a una luz especial y un detector registra cada célula somatica. Entre cada muestra el
aparato limpia su sistema de flujo para evitar el efecto del arrastre de una muestra a otra
(Carrion, 2001).

Dado a que ningun autor establece un umbral inicial para RCS para la MC, pero
si para la MSC que seria > 200.000 cél / ml donde coinciden Bedolla 2004, Butendieck

1997 y Garcia 2004, clasificamos los recuentos para analisis en cuanto sigue:

- Recuentos menores a 200.000 células somaticas no se sometieron a pruebas
bacterioldgicas porque se consideraron sanas

- Recuentos =2200.000 hasta <260.000 células somaticas se consideraron como
mastitis subclinica.

- Recuentos >260000 células somaticas se consideraron como mastitis clinica.

b. Aislamiento bacteriolégico

Cada muestra de leche con recuento de células somaticas mayor a 200.000 se
sembré en agar sangre, agar Mac Conkey, y agar Baird Parker (Marca Britania). Se
incubaron a 37°C de 24 a 72 horas. Las muestras en las cuales no se registraron
desarrollo en ninguno de los medios de cultivo sembrados en el periodo estipulado, se
consideraron negativas. En las placas donde hubo crecimiento, se procedi6 a la toma
de una muestra de cada colonia, la cual se mont6 en un portaobjetos para la tincion de
Gram y luego se realiz6 la observacion en microscopio dptico con objetivo de inmersion
a 100x.
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c. Pruebas confirmatorias para la identificacion final de bacterias

A los cocos Gram positivos, se realizo la prueba de catalasa y aglutinacion en
Latex (Staphaurex Plus — REMEL); posteriormente el indculo de trabajo se preparé a
partir de colonias de cocos Gram positivos aislados en 3ml de solucién fisiolégica-agua
destilada (1:1), hasta una turbidez equivalente a 5,0-6,3 de McFarland, utilizando el
instrumento DensiCheck® provisto por bioMérieux, segun las indicaciones del
fabricante. El in6culo preparado se dispenso en la tarjeta GP (Tarjetas de identificacion
VITEK®2 GP- BIOMERIEUX), a través de un tubo de poliestireno estéril. Las tarjetas
fueron colocadas en el Vitek 2; las tarjetas se llenaron, incubaron y leyeron dentro del
equipo. Los datos obtenidos de cada prueba fueron interpretados segun la base de

datos del instrumento, para tipificar al microorganismo en estudio.

Los bacilos Gram negativos que desarrollaron en agar Mac Conkey se realizé la
prueba de oxidasa, posteriormente el indculo de trabajo se preparé a partir de colonias
de cocos Gram positivos aislados en 3ml de solucion fisiolégica-agua destilada (1:1),
hasta una turbidez equivalente a 5,0-6,3 de McFarland, utilizando el instrumento
DensiCheck® provisto por bioMérieux, segun las indicaciones del fabricante. El indculo
preparado se dispensé en la tarjeta GN (Tarjetas de identificacion VITEK®2 GN-
BIOMERIEUX), a través de un tubo de poliestireno estéril. Las tarjetas fueron colocadas
en el Vitek 2; las tarjetas se llenaron, incubaron y leyeron dentro del equipo. Los datos
obtenidos de cada prueba fueron interpretados segun la base de datos del instrumento,

para tipificar al microorganismo en estudio.
d. Determinacion de la resistencia antimicrobiana

En Staphylococcus, Streptococcus, enterobacterias y Pseudomonas se
determind la resistencia por la metodologia de concentracion inhibitoria minima
utilizando de la tarjeta VITEK®2 - AST GP67 (BIOMERIEUX), o VITEK®2 - AST GN65
(BIOMERIEUX), (segun corresponda la tincion de Gram) exclusivas de uso veterinario
para VITEK®2 compac (Jorda et al, 2004), la misma esta compuesta por antimicrobianos
y el analisis se realiz6 mediante un software para la conjugacion de datos. Los puntos
de cortes se cargaron en el sistema VITEK®2 compac, segun las normas establecidas
por el CLSI Edicion 26, 2016 (Clinical and Laoratory Standards Institute), que analiza los

puntos de cortes conforme se ingresan los datos en el software del equipo.

La resistencia a betalactamicos fue evaluada mediante TouchSticks Beta-

Lactamase— OXOID, en Staphylococcus.
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Los antimicrobianos evaluados por el sistema en la tarjeta en el equipo fueron
penicilina, amoxicilina, acido clavulanico, oxacilina, cefalotina, cefpodoxima,
enrofloxacina, marbofloxacina, eritromicina, clindamicina, vancomicina, tetraciclina,
rifampicina, trimetoprim sulfametoxazol, nitrofurantoina, cloranfenicol, gentamicina en la
Tarjetas ASTGP76 y en Tarjetas ASTGN65: amoxicilina, acido clavulanico, ampicilina,
cefpodoxima, ceftiofur, amicacina, gentamicina, tobramicina, tetraciclina,

marbofloxacina, cloramfenicol, enrofloxacina, trimetoprim sulfametoxazol.

Analisis estadistico:

Se obtuvo la informacion de la poblacion total de individuos del tambo en todos

los estadios de lactancia.

El disefio correspondié a un estudio de tipo descriptivo, contemplando las
siguientes variables: tipo de bacteria encontrada, RCS, presencia de resistencia

antimicrobiana.

Se determind la presencia de grupos bacterianos con el fin de calcular la

prevalencia en las muestras de leche analizadas.
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RESULTADOS

Teniendo en cuenta el primer objetivo se clasificaron los animales segun el
conteo de células somaticas en bovinas que presentan MC y MSC, de los 83 animales
que corresponde a los 332 muestras de los cuartos analizados, en el 75,9% (63/83) de
los animales (252 cuartos) se obtuvieron RCS 2200.000 cél/ml, dichas muestras de

leche fueron sometidos a analisis microbioldgico.

El resultado del RCS de las muestras permitié clasificar el estado sanitario de las
vacas en las siguientes categorias: el 67,5% (56/83) con MC, el 8,5% (7/83) con MSC y
el 24% (20/83) sanas.

Microorganismos % Valor absoluto
Pseudomonas aeruginosa 34,5 49
Escherichia coli 7,7 11
Serratia marcescens 0,7 1
Staphylococcus aureus 19,0 27
Staphylococcus sciuri 2,1 3
Staphylococcus chromogenes 7,0 10
Staphylococcus saprophyticus 4,9 7
Staphylococcus epidermis 1,4 2
Staphylococcus warnei 0,7 1
Staphylococcus cohni 0,7 1
Staphylococcus capitis 0,7 1
Staphylococcus hyicus 0,7 1
Streptococcus dysgalactiae 2,1 3
Streptococcus uberis 1,4 2
Streptococcu ssp 0,7 1
Enterococcus faecalis 0,7 1
Enterococcus faecium 2,1 3
Enterococcus gallinarum 0,7 1
Corynebacterium bovis 0,7 1
Kocuria kristinae 6,3 9
Micrococcus 2,1 3
Brevibacillus brevis 2,8 4

Tabla 2. Porcentajes y valores absolutos de microorganismos aislados

Teniendo en cuenta el total de las muestras en las cuales se realizé el aislamiento
y la caracterizacion microbiolégica (63/83), se aislaron 142 cepas bacterianas, sobre las
mismas se analizaron los microorganismos y encontramos, Pseudomonas aeruginosa
34,5% (49/142), S. aureus 19% (27/142), SCN 17% (25/142), Enterobacterias 8,4%

(12/142), Strep. uberis 1,4% (2/142), Strep. dysgalactiae 2,1% (3/142) y Streptococcus
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spp. 0,7% (1/142), Kocuria kristinae 6,3% (9/142), Enterococcus faecalis 0,7% (1/142),
Enterococcus gallinarun, 0,7% (1/142), Enterococcus faecium 2,1% (3/142),
Brevibacillus brevis 2,8% (4/142), Micrococcus 2,1% (3/142), S. hyicus 0,7% (1/142), y
Corynebacterium bovis 0,7% (1/142). El detalle de estos aislamientos se presenta en la
tabla 2.

Las bacterias aisladas a partir de leche cruda de animales con mastitis
subclinicas fueron Corynebacterium bovis 100% (1/1), SNC 12% (3/25), Kocuria
kristinae 11,1% (1/9), Pseudomona aeruginosa 8,2% (4/49), y S. aureus 3,7 % (1/26). El

resumen de estos aislamientos se encuentra en la Tabla 3.

Las especies bacterianas encontradas en mastitis clinicas fueron Strep.
dysgalactiae 100% (3/3), Strep. uberis100% (2/2), Enterococcus faecium 100% (3/3),
Enterococcus gallinarum 100% (1/1) y E. coli 100% (11/11), S. aureus 96,2% (26/27),
SCN 92% (23/25), Pseudomonas aeruginosa 91,8% (45/49), Kocuria kristinae 88,9%

(8/9). Enla Tabla 3 se muestra estos resultados.

200.00 2 £260000 8.2 31 120 111
260000 918 100,0 100 96,2 100 88,0 1000 100,0 100,0 889 100,0

Tabla 3. Porcentajes de microorganismos encontrados segun promedio de células

somaticas

Al evaluar el comportamiento de las bacterias frente a los antimicrobianos que
se utilizan para el tratamiento de mastitis causadas por Staphylococcus, Streptococcus
y Enterobacterias encontramos que el 19% de los S. aureus resultaron resistentes a la
penicilina y el 15% resultaron resistente a la cefpodoxima. El 44% de los SCN, resultaron
resistentes a la penicilina, el 24% resultaron resistentes a la cefpodoxima y el 36%
resultaron resistentes a la tetraciclina. El 33% de los Streptococcus spp. resultaron
resistentes a la enrofloxacina y a la marbofloxacina y 50% de resistencia a la

clindamicina. (Tabla 4 y 5).

Pseudomonas aeruginosa y Serratia marcescens, presentaron 100% de
resistencia a la ampicilina, amoxicilina acido clavulanico, ceftiofur, enrofloxacina,

nitrofurantoina y tetraciclina. Ademas de los antibidticos citados Pseudomona
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aeruginosa resultd 100% resistente a trimetoprima sulfametoxazol y cloranfenicol.

Los aislamientos de E. coli resultaron sensibles a todos los antibioticos testados.

RESISTENTE | SENSIBLE RESISTENTE | SENSIBLE
Antibiotico .
Porcentaje % Valor absoluto
Amoxicilina Ac. Clavulanico 100 0 27 0
Cefalotina 100 0 27 0
Cefpodoxima 85 15 23 4
Clindamicina 96 ! 26 1
Cloramfenicol 96 4 26 1
Enrofloxacina 96 ! 26 1
Eritromicina 100 0 27 0
Gentamicina 100 0 27 0
Marvofloxacina 96 4 26 1
Nitrofurantoina 96 4 26 1
Oxacilina 100 0 27 0
Penicilina 81 19 22 5
Rifanpicina 96 4 26 1
Tetraciclina 96 4 26 1
Trimetoprim sulfametoxazol 100 0 27 0
Vancomicina 100 0 27 0

Tabla 4. Resistencia en porcentaje y valor absoluto de las 27 cepas de S. aureus

Antibiotico RESISTENTE | SENSIBLE RESISTENTE | SENSIBLE
Porcentaje Valor absoluto

Amoxicilina Ac.

Clavulanico 4 96 1 24
Cefpodoxima 36 64 9 16
Gentamicina 0 100 0 25
Enrofloxacina 0 100 0 25
Marvofloxacina 0 100 0 25
Trimetoprim

sulfametoxazol 0 100 0 25
Nitrofurantoina 0 100 0 25
Cloramfenicol 0 100 0 25
Tetraciclina 24 76 6 19
Penicilina 44 56 11 14
Oxacilina 4 96 1 24
Cefalotina 4 96 1 24
Rifanpicina 0 100 0 25
Eritromicina 4 96 1 24
Clindamicina 4 96 1 24
Vancomicina 4 96 1 24

Tabla 5. Resistencia en porcentaje y valor absoluto de las 25 cepas de SCN.
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DISCUSION Y CONCLUSION

El RCS, que comunmente se expresa en numero de células por mililitro (Philpot,
2001; Bedolla et. al., 2007) es una herramienta muy valiosa en la toma de decisiones
para la implementacién de medidas de prevencion y control de mastitis (Gill et al., 1990;
Carrién, 2001; Wolter y Kloppert, 2004) ya que en la leche producida por una glandula
mamaria sana normalmente este parametro se encuentra en niveles bajos (RCS <
200.000 cél/ml) (Wolter y Kloppert, 2004).

Se puede observar en el este trabajo que en el 75,9% de las muestras cultivadas
de los animales (63/83) se aislaron S. aureus, S. hyicus, SCN, Strep. uberis, Strep.
dysgalactiae, Enterococcus spp, Enterobacterias, Pseudomonas aeruginosa,
Corynebacterium bovis y Kocuria kristinae. Estos hallazgos coinciden con los
encontrados por Calderén y Rodriguez (2008) en el Altiplano Cundiboyacense
(Colombia) quienes determinaron que el 49% de los cultivos bacteriolégicos de muestras
de leche eran procedentes de cuartos mamarios positivos al CMT. En el valle de Ubaté
se encontré que el 67,9% de las MSC correspondieron a este mismo grupo de

microorganismos contagiosos (Contreras y Ordofiez 1994).

El 19% de las muestras analizadas en el presente trabajo con recuentos
2200.000 cél/ml resultaron positivas para S. aureus, las cuales fueron asociadas a MSC.
El principal microorganismo asociado a MSC en los hatos estudiados en la provincia de
Pamplona (Norte de Santander, Colombia) fue S. aureus (74,4%) el cual se asocia con
la ocurrencia de mastitis de tipo contagioso; esto parece derivarse de malas practicas
de ordefie, y estan relacionadas de manera significativa con la presencia de MSC; por
su parte, las mastitis contagiosas se asocian con la presencia de un niumero importante
de vacas con pocos cuartos infectados, por lo que se requiere implementar medidas
basicas de control que apunten fundamentalmente a la prevencién y la capacitacion
constante del personal involucrado directamente con el proceso; estas medidas
tradicionales podrian reducir el riesgo de incidencia de la enfermedad (Mendoza et al.
2017). Strep. uberis fue aislado en el 1,4% de las muestras de leche analizadas, lo que
coincide también, con Calderén y Rodriguez (2008), quienes lo aislaron en el 5,74%, de
los animales, porcentaje superior al reportado por Gémez, et al (1982) del 2,5% para la
Sabana de Bogota. Es importante tener en cuenta esta bacteria, ya que cuando los
programas de control de mastitis contagiosas son efectivos se puede incrementar su
prevalencia, adicionalmente, es un microorganismo que tiene una amplia distribucion en

-23 -



el hato y se puede aislar de los genitales externos, de la piel de la ubre y de los pezones
de las vacas, de la cama y de cualquier material que entre en contacto con la materia
fecal (Roberson et al., 1996).

Strep. dysgalactiae fue aislado en el 2,1% de las muestras analizadas,
porcentaje menor a 7,6%, reportada por Gomez et al (1982), y del 5,3% por Langoni et
al (1991). Prevalencias entre el 20 y 25% de este patdgeno fueron halladas en mastitis

subclinica y clinica en los paises nérdicos (Saxena, 1993).

Fueron encontrados 8,4% de Enterobacterias porcentaje menor a lo encontrado
por Mendoza et al. (2017) donde, el 13,3% eran coliformes en las muestras analizada
en la provincia de Pamplona (Norte de Santander, Colombia). Las malas practicas
ganaderas en la implementacién de las medidas profilacticas, hace que algunos de
estos microorganismos puedan llegar a desarrollar signos sistémicos en la vaca e

incluso, provocar la muerte (Calderén y Rodriguez, 2008).

Para evaluar los perfiles de resistencia de los aislamientos obtenidos, se
realizaron ensayos de resistencia in vitro frente a 16 agentes antimicrobianos para cocos
Gram positivos y 12 para bacilos Gram negativos de uso para el tratamiento de la
mastitis bovina. De las 63 cepas 27 (19%) fueron S. aureus. El 18,5% (5/27) y 14,8%
(4/27) del total de las cepas de S. aureus fueron resistentes a penicilina y cefpodoxia,
respectivamente. Todas las cepas analizadas fueron sensibles a amoxicilina acido
clavulanico, gentamicina, trimetoprima sulfametoxazol, oxacilina, cefalotina y

vancomicina.

En estos ultimos anos los SCN estan emergiendo como potenciales bacterias
responsables de infecciones intramamarias en las explotaciones lecheras modernas,
siendo frecuentemente los mas aislados. Existen claras evidencias, principalmente en
casos subclinicos, como también en mastitis clinicas leves y subclinicas de larga
duracién que ocasionan una reduccion en la produccion de leche ademas de un dafio
en los tejidos glandulares (Bonetto, 2014). Por lo tanto, este trabajo concuerda con lo
expresado por Bonetto debido a que el 17,5 % (25/63) de los aislamientos resultaron
ser SCN y con un perfil de resistencia del 44% a la penicilina, el 24% resulté resistente

a la cefpodoxima y el 36% resulté resistente a la tetraciclina.

Pseudomonas aeruginosa actua como oportunista al invadir tejidos débiles o
lesionados de las glandulas mamarias. EI mal funcionamiento del equipo de ordefio
aumentaria el riesgo de contraer infecciones por esta bacteria y otras bacterias, debido
a traumatismos en el extremo del pezdn. Vacas inmunolégicamente comprometidas
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debido a otras enfermedades infecciosas o deficiencias nutricionales son también mas
susceptibles a las infecciones por este agente. A pesar de que Pseudomonas
aeruginosa no infecta las glandulas mamarias que ya estan infectadas con otras
bacterias, pueden convertirse en un problema para el bienestar de los animales que
tienen una baja prevalencia de infecciones no clinicas causadas por Strep. agalactiae
o S. aureus (Kirk y Mellenberger, 1995).

Es mas probable que la glandula mamaria no se infecte clinicamente con este
microorganismo cuando se expone repetidamente a pequefios numeros de la bacteria
en lugar de a muy grandes numeros. La cantidad de estas bacterias en el agua
contaminada suele ser bajo. Es probable que se desarrollen infecciones no clinicas
cuando el agua contaminada se utiliza para lavar las tetinas, en corrales de aspersion y
para mezclar la inmersién de tetina concentrada. Las infecciones clinicas generalmente
resultan de una exposicién Unica a grandes cantidades. Ejemplos de una exposicién
importante incluirian el uso de drogas contaminada y tetinas o equipos de tratamiento.
Las vacas secas son susceptibles a antibiéticos contaminados con agua contaminada
utilizada para calentar antibiéticos (Kirk y Mellenberger, 1995).

Dado que en el tambo analizado del total de las muestras se encontré un 34%
de aislamientos de Pseudomonas aeruginosa (49/63), se deberia tratar de eliminar este
agente causal ya que el mismo esta presente en mayor proporcién en animales con
RCS >260.000 indicando que los animales tanto con MSC como clinica presentan este
microorganismo en la leche ordefiada, con una resistencia reportada del 100% a una
cantidad importante de antimicrobianos.

Un resultado un poco extrano fue la presencia de E. coli que resultd sensible a
todos los antibidticos testados, el problema en este tambo no seria la higiene
precisamente sino el control de la mastitis por causas de otra indole y el agua

contaminada con Pseudomonas probablemente.

Kocuria kristinae es un coco Gram positivo, de la familia Micrococcaceae, que
forma parte de la microbiota de la piel, las mucosas y la orofaringe de los seres humanos
y algunos mamiferos, varias de estas bacterias has sido aisladas en muestras de origen
ambiental y animal (Venice, 2014), en los analisis automatizados con Vitek-2 que es una
herramienta confiable la identifico en varias repeticiones, dando como resultado que su

presencia seria por el mal condicionamiento del lugar donde se realiza el ordefie.
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