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Resumen

Quispe, R.; Peiia, G.; Andia, V.: Resistencia antimicrobiana de Staphylococcus aureus
vy Streptococcus agalactiae aislados de leche de vacas con mastitis. Rev. Vet. 32: 1, 79-53,
2021. El uso indiscriminado de los antibidticos sin previa prueba de sensibilidad ir vitro es
la principal causa del fracaso para ¢l tratamiento de la mastitis en la region de Ayacucho.
Con el objetivo de evaluar la resistencia antimicrobiana de Staphylococcus aureusy Strep-
tococcus agalactiae -causantes de la mastitis bovina- se realizo el aislamiento, identificacion
y el antibiograma de las bacterias en estudio para determinar la resistencia frente a cinco anti-
bidticos. Las muestras fueron recolectadas en el fundo Allpachaca de la Universidad Nacional
de San Cristobal de Huamanga (Ayacucho, Pert1), ubicado en las coordenadas 13°23730.79” S;
74°15'56.48” O, con una altitud de 3528 msnm. En ¢l campo se evaluaron 94 vacas lecheras
utilizando la prueba del California Mastitis Test (CMT) de las cuales resultaron 35 bovinos
con mastitis subclinica. En el laboratorio se realizo el aislamiento e identificacion de .S. aureus
(35,2%) v S. agalactiae (12,7%) y posteriormente un antibiograma utilizando ¢l método de
Bauer et al. (1966). Los resultados indicaron que S. agalactiae resultd resistente a la penici-
lina en 22%, a la cefalexina en 22% y a la sulfatrimetoprima en 33,3%, mientras que para
la tetraciclina y para la amoxicilina mas acido clavulanico fueron sensibles al 100%. Por su
parte, Staphylococcus aureus resultd resistente a la penicilina en 52% y la amoxicilina mas
acido clavulanico en 28%, mientras que para la cefalexina, tetraciclina y sulfatrimetoprima
fueron sensibles al 100%.

Palabras clave: mastitis bovina, leche, Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, resis-
tencia antimicrobiana.

Abstract

Quispe, R.; Peiia, G.; Andia, V.: Antimicrobial resistance of Staphylococcus aureus and
Streptococcus agalactiae isolated from milk from cows with mastitis. Rev. Vet. 32: 1, 79-83,
2021. The indiscriminate use of antibiotics without prior in vitro sensitivity test is the main
cause of failure for the treatment of mastitis in the Ayacucho region. In order to assess the
antimicrobial resistance of Staphylococcus aureus and Streptococcus agalactiae causing bo-
vine mastitis, the isolation, identification and antibiogram of the bacteria under study were
carried out to find the resistance against five antibiotics. Samples were collected at the All-
pachaca farm that belongs to the National University of San Cristobal de Huamanga (Aya-
cucho, Perti), located at coordinates 13°23°30.79 “S; 74° 15°56.48 “W, at an altitude of 3528
meters above sea level. In the field, 94 dairy cows were studied using the California Mastitis
Test (CMT), which resulted in 35 cows with subclinical mastitis. In the laboratory, the isola-
tion and the identification of S. aureus and S. agalactiae were carried out, later the antibio-
gram was carried out using the method of Bauer et al. (1966). Then 35.2% of S. aureus and
12.7% S. agalactiae were isolated. The results of the antibiogram show that S. agalactiae was
22% resistant to penicillin, 22% to cephalexin and 33.3% sulfatrimethoprim, whereas tetra-
cycline, amoxicillin plus clavulanic acid were 100% sensitive. On the other hand, .S. aureus
was 52% resistant to penicillin and amoxicillin plus clavulanic acid 28%, while cephalexin,
tetracycline and sulfatrimethoprim were 100% sensitive.

Key words: bovine mastitis, milk, Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, anti-
microbial resistance.
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INTRODUCCION

La mastitis bovina es una enfermedad multifacto-
rial que ocasiona pérdidas econdmicas significativas en
la produccion de la leche mundial ***-?%%"  Se carac-
teriza por la inflamacion de la glandula mamaria de las
vacas lecheras, causada principalmente por Staphylo-
coccus aureus, S. epidermidis, Streptococcus agalac-
tiae, Escherichia coliy Klebsiella pneumonia, que oca-
sionan infecciones intramamarias 1519

Tales microorganismos existen generalmente en el
ambiente donde los animales se encuentran, por tanto,
las vacas lecheras son susceptibles a la mastitis, siendo
la tasa de infeccion mds alta y frecuente durante la lac-
tancia sucesiva =%

La mastitis es una compleja y singular enfermedad
resultante de la interaccion de varios factores asocia-
dos con ¢l huésped, bacterias patdgenas y el ambiente.
La mayoria de los casos de mastitis ocurren en vacas le-
cheras, por tanto, ¢l tratamiento debe implicar estrate-
gias eficaces ¢ integrales '° . La terapia antimicrobiana
juega un papel determinante en el control de la mastitis
al reducir los niveles de infeccion en ¢l animal y preve-
nir nuevas infecciones **.

El tratamiento de la mastitis clinica se focaliza
principalmente en la eliminacion de microorganismos
infecciosos, y para ello se emplean los antibidticos. No
obstante, para scleccionar adecuadamente un antimi-
crobiano, es necesario conocer el agente ctiolégico
involucrado y la sensibilidad a los antibidticos del me-
dicamento.

Actualmente existen en el mercado diferentes anti-
bidticos para el tratamiento de la mastitis. No obstante,
la utilizacién excesiva de los mismos en ¢l tiempo, estd
permitiendo la aparicidon de bacterias patdgenos multi-
resistentes, generando, en algunos casos, el fracaso del
tratamiento terapéutico, que puede incluso causar la
muerte del animal 192526

Ademas, ¢l uso de antibidticos para ¢l tratamiento
de la mastitis puede ocasionar residuos en leche consti-
tuyendo un problema de salud publica '?. En la actuali-
dad existe una preocupacion mundial por la multi-resis-
tencia y ¢s una de las razones para que algunos paises
inicien la implementacion de programas de monitoreo
de resistencia bacteriana y fomenten el uso racional de
los antibidticos en animales en produccion >3 18,

El uso indiscriminado de los antibidticos sin rea-
lizar previamente la prueba de sensibilidad in vitro es
la causa principal del fracaso para el tratamiento de la
mastitis en algunas regiones del mundo, inclusive en
Ayacucho. El inadecuado tratamiento genera por un
lado el desarrollo de la resistencia a los antimicrobia-
nos de uso comun y, por otro lado, aumenta las pérdi-
das econdmicas en la industria lactea.

Por tanto, para garantizar un tratamiento efectivo
de la enfermedad, es clave el aislamiento y los estudios
de sensibilidad a los antibi6ticos *-2*.

MATERIAL Y METODOS

Desarrollo de la investigacion. El trabajo se llevo
a cabo en el centro experimental del fundo Allpachaca
de 1a Universidad Nacional de San Cristobal de Hua-
manga (UNSCH), Departamento Ayacucho, Pert, ubi-
cado en las coordenadas 13°23°30.79” S; 74°15'56.48”
O, con una altitud de 3528 msnm y en el Laboratorio
de Microbiologia Industr. y Aliment. de la Facult. de
Cs. Biol. (UNSCH). En Allpachaca se procedi6 con la
prucba CMT en 94 vacas lecheras de la raza Brown
Swiss en periodo de ordefio v posteriormente se obtu-
vieron las muestras de leche de 35 vacas (65 cuartos).

Prueba de California para test de mastitis
(CMT). Para la toma de muestras s¢ desecharon los
primeros chorros de leche de cada cuarterén y luego
ella se colocé en las placas de la paleta, inclinandose la
misma para climinar la mayor parte de la leche obteni-
da. A la muestra obtenida se le afiadi6 igual volumen
de reactivo CMT, se mezcl6 el reactivo y se examino el
grado de precipitacién de acuerdo a la tabla de interpre-
tacion de la Prueba CMT °.

Recoleccion de muestras de leche para el andlisis
de laboratorio. La toma de muestras se realizo en ¢l
campo durante las primeras horas de la mafiana, para
ello, antes del ordefio se lavd las ubres, desinfectando
con alcohol al 70%. Luego se eliminaron los primeros
tres chorros de leche y se colectd 15 ml de leche en
un frasco de boca ancha estéril. Los frascos con las
muestras se transportaron en una caja de tfecnopor a
temperatura de 5°+2°C para su posterior analisis en la-
boratorio.

Aislamiento e identificacién de Staphylococcus
aureus 'y Streptococcus agalactiae. Para realizar el
aislamiento se tomé una alicuota de la muestra de leche
y s¢ sembrd en placas de Petri que contenian agar san-
gre para S. agalactiae para observar el tipo de hemoli-
sis en el cultivo y agar manitol salado para S. aureus.
Luego se incubaron a 37 °C por 24 horas. Transcurrido
el tiempo, se observaron las caracteristicas macrosco-
picas que presentaron las colonias y se realizaron las
prucbas: coloracion de Gram ", prucba de catalasa y
coagulasa *. También se realizo el test de CAMP para
S. agalactiae .

Prueba de resistencia antimicrobiana. Para cva-
luar dicha prueba de resistencia se utilizo el método de
difusion ? | utilizando los discos de los antibidticos: pe-
nicilina, amoxicilina mas acido clavulanico, cefalexina,
tetraciclina y sulfatrimetoprima.

Analisis de datos. Los datos obtenidos se procesa-
ron mediante frecuencias, cuadros y graficos, de acuer-
do a los objetivos de la investigacion.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Con los resultados obtenidos de 94 vacas (376
cuarterones) de la raza Brown Swiss en el fundo de
Allpachaca y utilizando la prueba de CMT (California
Mastitis Test), se determind la frecuencia de 58,1% para
mastitis subclinica, de los cuales el 16,1°%result6 para
reaccion traza, 23,9% para grado 1°, 11,4% para grado
2°y 6,7% para grado 3 respectivamente (Figura 2).

En Colombia, trabajando con 644 vacas (2576 cuar-
terones) se determind la produccidn de leche en base al
grado de infeccidn de la mastitis B. En Arequipa, de 52
vacas Holstein evaluadas, ocurrié una pre-
valencia de 40,38% de mastitis subclinica 8 &
(la misma que tiene relacion con el estudio
realizado), y con respecto a la prueba de
CMT report6 52,73% para grado 1°, 33,21°%
para grado 2°y 14,97% para grado 3°.

Por otro lado, en la microcuenca Allpa-
chaka (Ayacucho), examinando 347 vacas
en su mayoria raza Brown Swiss de 65 reba-
fios, se determind la prevalencia de 33,14%
para la microcuenca Allpachaca, 55,13%
para la comunidad Cusibamba, 36,11°%para
Manzanayocc, 28,57% Allpachaca, 26,03%
Satica, 23,33% Munaypata y 20% para
Unidn Paqcha respectivamente 5.

De los 1388 cuartos mamarios evalua-
dos, el 12,18% mostraron mastitis subclini-
ca, y con respecto a la prueba de CMT los
resultados fueron 28,99% para reaccién
traza, 34,32% para 1° grado, 33,14% para 2°
grado y 3,55% para 3° grado. Comparando
los resultados obtenidos de los autores se-
fialados, no surge ninguna relacién con el
estudio realizado en el fundo de Allpachaca.

En Ecuador se informé que en la Ha-
cienda San Juan hubo mayor porcentaje de
prevalencia de mastitis con el 44,68% 1; es-
tos resultados tienen relacion con la preva-
lencia de mastitis sub-clinica encontrados
en las vacas con mastitis en el fundo de All-
pachaca con un 531%%

En la Figura 2 se muestran los resulta-
dos de los cuartos afectados seguln el grado
de mastitis en la que se determind: 24,3%
para el cuarto anterior derecho (CAD),
21,1% para el cuarto anterior izquierdo
(CAl), 27,8% para el cuarto posterior dere-
cho (CPD) y el 26,8% para el cuarto poste-
rior izquierdo (CPI).

De un total de 52 vacas evaluadas, el
cuarto con mayor prevalencia fue el cuar-
to posterior izquierdo (CPI) con 33,3%Yy el
cuarto anterior izquierdo (CAI) con 30%,
resultados obtenidos que son similares al
presente estudio 8.

Los resultados obtenidos en el aisla-
miento de S. agalactiae y S. aureus aislados

chaca.

pachaca.

NEGATIVO

de leche de vacas con mastitis del fundo Allpachaca
fueron 12,7% para Streptococcus agalactiae, 35,2%
para Staphylococcus aureus, 16,2% para Streptococcus
sp, 21,1% para Staphylococcus sp y 14,1% no mostro
crecimiento (Figura 3).

Los resultados obtenidos en el fundo de Allpachaca
tienen relacion con un estudio realizado en la Sabana
de Bogota (Colombia) B, que encontré mayor prevalen-
cia a Staphylococcus aureus, seguido de Streptococcus
agalactiae.

Por otro lado, se determind 73,28% para Staphylo-
coccus aureus y 8,40% para Streptococcus agalactiae;
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Figura 1. Frecuencia de mastitis segun el grado de infeccién por
la prueba de CMT realizada en vacas lecheras del fundo Allpa-
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Figura 2. Frecuencia de cuartos afectados segun grado de masti-
tis tomadas a partir de trazas: gradoa 1°, 2° y 3° envacas lecheras
de Allpachaca.

Figura 3. Frecuencias de Staphylococcus aureus y Streptococcus
agalactiae aisladas de leche de vacas con mastitis del fundo All-
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Figura 4. Resistencia antimicrobiana de Streptococcus agalactiae
aislado de leche de vacas con mastitis del fundo Allpachaca.
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Figura 5.Resistencia antimicrobiana de Staphylococcus aureus ais-
lada de leche de vacas con mastitis del fundo Allpachaca.

también se reportaron 16,34% para Streptococcus sp
y 34,64% para Staphylococcus sp B. Ambos trabajos
sefialados tienen similitud con los resultados del pre-
sente trabajo.

Los resultados del antibiograma indican que Strep-
tococcus agalactiae resultd resistente a la penicilina
en 22%, a cefalexina en 22% y sulfatrimetoprima en
33,3%, mientras que para la tetraciclina como para la
amoxicilina més cido Clavulanico, fueron sensibles al
100% (Figura 4).

Por otro lado, Staphylococcus aureus resultd re-
sistente a la penicilina en 52% y la amoxicilina mas
acido clavulanico en 28%, mientras que para la cefa-
lexina, tetraciclinay sulfatrimetoprim fueron sensibles
al 100% (Figura 5).

En vacas con mastitis resistentes a tetraciclina
(72,5%), se determinaron: gentamicina (29,4%), amika-
cina (29,4%) y eritromicina (23,5%) 10. Los agentes
antimicrobianos disponibles actualmente para tratar
la mastitis bovina, demostraron una buena actividad
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contra las cepas de S. aureus. Ademas,
indican que penicilina + novobiocina
demostré una actividad comparable a la
amoxicilina + clavulanato contra Sta-
phylococcus aureus 6.

Por otro lado, Staphylococcus aureus
es el patogeno etiologico mas comin de la
mastitis bovina. Las cepas resistentes ha-
cen que la enfermedad sea dificil de tratar
la mastitis B. Ademas, en casos de masti-
tis bovina en el noroeste de China se sefia-
16 que S. aureus es resistente a la penici-
lina (84,09%), eritromicina (20,45%), te-
traciclina (15,91°%), gentamicina (9,09%),
tobramicina (6,82%), kanamicina (6,82%)
y meticilina (2,27%).

El 9,09% de S. aureus fue multirre-
sistente. Ademas, reportd resistencia a
rifampicina (100%), penicilina (95,45%),
tetraciclina  (22,73%),  eritromicina
(22,73%) y vancomicina (2,27%).

Se demostré la susceptibilidad a
diversos antibioticos, siendo Staphylo-
coccus aureus susceptibles a ceftriaxo-
na 80,88%, cefotaxima 79,41%, cipro-
floxacin 73,52%, eritromicina 70,05%,
amikacina 69,11%, gentamicina 52,94%,
amoxicilina 36,76%, ampicilina 29,41%y
la menor susceptibilidad se mostro con la
penicilina: 13,23%.

La prueba de susceptibilidad anti-
bacteriana de Staphylococcus aureus a
varios antibidticos revelé que el 86,76%
eran resistentes a la penicilina segui-
dos de ampicilina 70,50%, amoxicilina
63,23%, gentamicina 47,05%, amikacina
30,80%, eritromicina 27,94%, ciprofloxa-
cina 26,47%, meticilina 23,52%, cefo-
taxima 20,58% y la menor resistencia se
mostr6 en ceftriaxona: 19,11%.

Asimismo, se menciond la existencia de un alar-
mante nivel de resistencia de las bacterias de la masti-
tis a los agentes antimicrobianos. Por lo tanto, resulta
necesaria una prueba de susceptibilidad antes del uso
de antibiéticos, tanto en el tratamiento como en la pre-
vencion de las infecciones intramamarias 2.

No obstante, se deben realizar exdmenes para la
deteccion de mastitis subclinica 'y también para el tra-
tamiento adecuado del cuadro clinico de vacas durante
el periodo de lactancia 2. La alta frecuencia de genes
de virulenciay resistencia genética en los aislamientos,
constituyen una razon principal para el fracaso del tra-
tamiento y posiblemente conducen a la propagacion de
la resistencia 4.

2>
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