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RESUMEN

El Staphylococcus aureus es una de las bacterias saprofita comunmente hallada en piel y
mucosas de los animales, siendo una de las bacterias de mayor incidencia en la mastitis
subclinica. Uno de los problemas de mayor relevancia en la actualidad es la aplicacion
imprudente e indiscriminada de antibioticos conllevando a que la mastitis subclinica presente
diferentes mecanismos de resistencia a varios antibidticos disponibles en el mercado. El
objetivo de la siguiente investigacion es evaluar la resistencia antimicrobiana de
Staphylococcus aureus en vacas lechereas y en ordefiadores en el canton Quero, parroquia
Yanayacu-Mochapata, provincia de Tungurahua, Caserio 12 de Octubre en la hacienda de la
familia Velazco. En el campo se recolectaron 80 muestras de vacas lecheras por medio de la
prueba de California Mastitis Test, resultando 28 bovinos positivos a mastitis subclinica. De
estas, 12 muestras fueron positivas a Staphylococcus aureus. También se tomaron 5 muestra
a los ordefiadores por medio de un hisopado nasal resultando todas las muestras positivas a
Staphylococcus aureus. Las muestras fueron llevadas al laboratorio de microbiologia de la
Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Técnica de Ambato en donde se
realiz6: tipo de hemolisis, tincion gram, pruebas bioquimicas en manitol y prueba
catalasa/coagulasa y finalmente se aislo la bacteria y se realizo el respectivo antibiograma
con el método Kirby-Bauer. La prevalencia de la mastitis subclinica fue del 35 % del total de
las muestras y el 42% fueron muestras positivas a Staphylococcus aureus. Los resultados de
los antibiogramas fueron: ninguna de las muestras resistentes a la gentamicina, cloranfenicol
y rifampicina; 8.3% resistentes a la clindamicina, 25% de las cepas resistentes a novobiocina
y 16.6% resistentes a linezolid. En los ordefiadores los resultados fueron 40% de las cepas
resistentes a la gentamicina, 40% de resistencia a la rifampicina, 60% de las muestras

resistente a la clindamicina y 60% a la Novobiocina.

Palabras clave: mastitis subclinica, Staphylococcus aureus, pruebas bioquimicas, resistencia.



ABSTRACT

Staphylococcus aureus is one of the saprophytic bacteria commonly found on the skin and
mucous membranes of animals, being one of the bacteria with the highest incidence in
subclinical mastitis. At present, one of the most relevant problems is the reckless and
indiscriminate application of antibiotics, leading to subclinical mastitis presenting different
resistance mechanisms to various antibiotics available on the market. The objective of the
following research is to evaluate the antimicrobial resistance of Staphylococcus aureus in
dairy cows and milkers in the Quero canton, Yanayacu-Mochapata parish, Tungurahua
province, Caserio 12 de Octubre on the Velazco family farm. Eighty milk samples were
collected and tested for subclinical mastitis using the California Mastitis Test. We found 28
positive animals for subclinical mastitis, of which 12 were positive for Staphylococcus
aureus. Five samples were also taken from the milkers by means of a nasal swab, resulting
in all samples positive for Staphylococcus. aureus. The samples were taken to the
microbiology laboratory of the Faculty of Agricultural Sciences of the Technical University
of Ambato where: type of hemolysis, gram staining, biochemical tests in salt-mannitol and
catalase/coagulase test were carried out. Finally, the bacteria were isolated and the respective
antibiogram with the Kirby-Bauer method was performed. The prevalence of subclinical
mastitis was 35% of the total samples and 42% were samples positive for Staphylococcus
aureus. The results in dairy cows were: none of the samples were resistant to gentamicin,
chloramphenicol and rifampicin; 8.3% were resistant to clindamycin, 25% of the strains were
resistant to novobiocin and 16.6% were resistant to linezolid. In the milkers the results were
40% of the strains resistant to gentamicin, 40% resistant to rifampin, 60% of the samples
resistant to clindamycin and 60% resistant to novobiocin.

Keywords: subclinical mastitis, Staphylococcus aureus, biochemical tests, resistance.



CAPITULO |

MARCO TEORICO

La mastitis es una de las patologias de mayor relevancia en hatos lecheros causante de
importantes pérdidas econémicas en la industria de la leche; es por ello que prevenir esta
enfermedad toma un protagonismo importante para el médico veterinario especializado quien

busca disminuir los costes de la produccién de la leche (Sanchez, 2013).

Esta enfermedad se ve reflejada principalmente en la alteracion de la calidad de la leche y
subproductos, bajo rendimiento y presencia de antibioticos, considerada hoy en dia como una
tecnopatia al estar condicionada y determinada por nuevos disefios de maquinas ordefiadoras,
recursos biologicos, profilacticos, quimioterapéuticos, con el fin de atenuar, combatir y asi
disminuir el impacto de la patologia. Desde el punto de vista clinico y patoldgico el
Staphylococcus aureus afecta a las ubres de las vacas causando alteraciones en el parénquima
y el contenido lacteo; esto puede estar causado por errores al momento de ordefiar, ambientes
agresivos , ausencia de higiene en ubres y en la sala de ordefio, patologias dérmicas a nivel
de ubres y pezones, deficiencias hereditarias, susceptibilidades en periodos de tiempo en las
glandulas mamarias y edad de las vacas (Justino, 2016).

La mastitis se clasifica en: clinica y subclinica. La primera, como su nombre lo indica,
presenta signos clinicos los cuales son observables y no representa mayor dificultad para el
profesional en diagnosticarla. En cambio, la mastitis subclinica es mas frecuente y es la
causante de las mayores pérdidas econdmicas en la produccion de leche. Segun (Herencia,
2022) la mastitis subclinica representa mas del 70% de casos y es el 95% ocasionada por
estreptococos y estafilococos ademas es mucho mas peligrosa por ser dificil de advertirla por
la carencia de sintomas manifiestos. Este tipo de mastitis se puede diagnosticar por medio
de la prueba de California (CMT) o por medio del conteo de células somaticas (RCS) en la

leche.

Las cepas de S. aureus que han desarrollado resistencia a diferentes tipos de antibioticos
representa un riesgo directo en la produccion de leche y con ello a la salud publica. Muchas



de las enfermedades causadas por bacterias gran positivas han dejado de responder a los
diferentes antibioticos frecuentemente empleados tanto por el uso indiscriminado como por
la necesidad de nuevos agentes en el mercado. Aunque la resistencia a los antibioticos es un
fendmeno natural, el uso descontrolado en humanos y animales ha ocasionado que este
proceso sea precipitado. Existen diversas maneras en las que tanto los humanos como los
animales pueden adquirir bacterias resistentes. En primer lugar, el uso de antibidticos en la
produccion agropecuaria que es una fuente significativa de generacion de bacterias
resistentes. En segundo lugar, la integracién de genes resistentes intencionalmente en el
proceso de elaboraciéon de alimentos, tanto para humanos y animales, y por ultimo la

contaminacion de alimentos con bacterias resistentes (Sanchez, 2016).

Las enfermedades zoonGticas son infecciones que se transmiten de forman natural entre
animales y humanos en esta investigacion se realizara un hisopado nasal conocido como
hisopado de cornete medio a los ordefiadores con el fin de determinar S. aureus y corroborar

si la fuente de la patologia es por causa de una transmision del ordefiador hacia el bovino.

La presencia de microorganismos patdgenos resistentes tiene varias consecuencias negativas,
como es el fracaso de los tratamientos medicos, una seleccion limitada, complicada y costosa
en opciones de tratamientos, y un mayor riesgo de virulencia cuando se combinan con
plasmidos resistentes. Por ello este trabajo experimental evalUa la resistencia de 6 antibioticos
para combatir el S. aureus en hatos lecheros del canton Guano parroquia Yanayacu-
Mochapata.

1.1 Antecedentes investigativos.

Estudios realizados por (Medrano-Galarza, 2020) determinaron que existe una relacion entre
la elevada prevalencia mastitis subclinica (MSC), con un alto balance de células somaticas
(RCS) vy el recuento de bacterias en tanque o en cantina. Los factores predisponentes
incluyen: ubres sucias, inadecuado uso del presellador y falta de capacitacion de los
ordefiadores, estas circunstancias son factores determinantes que pueden prevenir y controlar

la mastitis subclinica.



(Pellegrino, 2021) realiza una investigacion en Cérdoba, Argentina y obtiene 271 muestras
de 7 establecimientos en el que el 85.7% de la poblacién analizada presenta RCS (> 200.000
cel/ml) asociada a una produccion baja de leche, y cabe destacar que 5 de los establecimientos
no llevaban a cabo la desinfeccion post-ordefio para el control y prevencidén de mastitis
subclinica. De las muestras se asilaron 300 cepas bacterianas de las que 226 (75.3%)
presentaron Staphylococcus (S) y en el 63 (27.9%) se identificacion con S. aureus y las demas
se identificaron con otros microorganismos como Estreptococos sp, Escherichia spp. (E). y
Staphylococcus coagulasa negativo (SCN). Al evaluar la resistencia de las cepas de S. aureus
con 7 agentes antimicrobianos; de las 63 cepas, el 58,7% se hallaron resistentes a
eritromicina, penicilina, y estreptomicina. En total, 5 de los establecimientos lecheros en
donde se aislaron cepas de S. aureus resistentes a la penicilina, 4 a eritromicinay 3 a la
estreptomicina; sin embargo, todas las muestras se fueron sensibles a la rifampicina,

ampicilina, gentamicina y oxacilina.

En la localidad de Schoenweide-Paraguay se realizan anélisis a 83 bovinos con un total de
332 muestra por cada cuarto, de las cuales el 19% de las muestras son positivas a S. aureus
asociadas a mastitis subclinica presentando resistencia del 18,5% y 14,8 del total de las cepas
de S. aureus resistentes a la penicilina y cefpodoxia, respectivamente. Del estudio todas las
cepas analizadas fueron sensibles a amoxicilina, &cido clavulanico, gentamicina,
trimetoprima sulfametoxazol, oxacilina, cefalotina y vancomicina. (Franco Meza, 2020)
otros estudios llevados a cabo por (Jiménez Velasquez, 2020) determinan que de 101 cepas
analizadas el 64% de clasifico como S.aureus Yy el 35% como ECN; de las cuales el 57.4%
presentaron sensibilidad a la mayoria de antibidticos como la clindamicina y la eritromicina
a diferencia de los B lactamicos que representaron mayor resistencia en todas las cepas con
el 14.8% que otros antibidticos. Sin embargo, la clindamicina represento ser el antibiotico

con mayor resistencia en las cepas de S. aureus que en las cepas de ECN.

Otros estudios determinan que, en un hato de 31 vacas con mastitis ubicada en distrito de
Laredo en Peru, se hallaron varias cepas de Staphylococcus, E. coli y Klebsiella spp. y que
presentaron resistencia a los distintos agentes microbianos. Se tomaron 140 muestras de 10ml

de leche de cada cuadrante, se colocaron en frascos estériles y se transportaron a 4°C.



Después fueron sembradas en agar sangre y agar Mac Conkey e incubadas a 37°C por 48h.
El procedimiento continud con la tincion de Gram confirmando la pureza y caracterizacion
de las bacterias gram positivas y negativas. Posteriormente, con ayuda de la prueba de
catalasa se diferenciaron Staphylococcus de Streptococcus, se realizaron pruebas de TSI
(agar-hierro-triple aztcar) a las colonias de gram negativos con el fin de identificar bacterias
fermentadoras de sacarosa, glucosa o lactosa y se evalué LIA (hierro-lisina) observando
produccion de H2S y desaminacion de lisina. La presencia de S. aureus fue de 16%,
Estreptococos spp. 8%, y a una escala mayor E. Coli (28%) y Klebsiella spp. (24%). La
resistencia de las bacterias asiladas se present6 contra la oxacilina y la rifampicina en donde
7 colonias de bacterias Gram negativas tuvieron resistencia. Finalmente S. aureus y
Estreptococos spp. presentaron susceptibilidad a la rifampicina, eritromicina y oxacilina.
(Pérez, 2020).

Investigaciones realizadas por (Holko, 2020) examind muestras tomadas de 512 vacas
lecheras en Eslovaquia en Nitra las cuales se comprob6 mastitis subclinica por la prueba de
California (CMT). Las reacciones se calificaron como O para negativo, +1, +2, +3 para
positivo y todas las muestras positivas de CMT fueron considerados para cultivo
bacterioldgico. Se cultivaron aerdbicamente las muestras de leche (10 ul de indculo) en una
placa de agar sangre y en agar McConkey a 37 °C durante 24 h. El S. aureus se identifico
mediante la morfologia tipica de la colonia y B-hemdlisis, o por reaccion de coagulasa
(coagulasa positiva) cuando las zonas tipicas de hemolisis no estaban presentes. Los SCN
(Staphylococcus coagulasa negativo) fueron identificado mediante la morfologia tipica de las
colonias y la reaccion de coagulasa. Los patdgenos identificados con mayor frecuencia
fueron los SCN y demostraron resistencia a la estreptomicina, neomicina, cloxacilina y
penicilina. Las cepas analizadas no fueron resistentes a amoxicilina, tetraciclina, ceftiofur,
cefquinoma, rifaximina y enrofloxacina, sulfametoxazol reforzado con trimetoprima y
enrofloxacina. Se encontrd que los S. aureus aislados eran resistentes a la estreptomicina,
neomicina, novobiocina y penicilina (44.6%, 21.5%, 15.4% y 10,8%). Str. ubéris mostraron
resistencia a estreptomicina (78,9%), neomicina (74%), cloxacilina (42,1%) y rifaximina
(26,3%). Con frecuencia se encontrd resistencia a la cefalexina (22,8%) y a la penicilina

(10,5%). No se demostro resistencia a la lincomicina ni a la enrofloxacina en los pacientes



analizados. Str. ubéris y Srt. agalactiae demostraron ser resistentes a neomicina y
estreptomicina (80% y 70% respectivamente), penicilina (23,3%) y enrofloxacina (23,3%) y,
por el contrario, no presentaron resistencia a amoxicilina reforzada con acido clavulanico,

ceftiofur, cefquinoma, rifaximina o sulfametoxazol-trimetoprima.

En Piaui al nordeste de Brasil se obtienen 312 muestras positivas a mastitis por medio de
CMT de 17 tambos lecheros. Se identificd por medio de espectroscopia de masas diferentes
tipos de Staphylococcus. Posteriormente se realiza el antibiograma y reaccion en cadena de
polimerasa con el fin de revelar genes de resistencia. El 59.45% de bacterias encontradas
pertenecid al género Staphylococcus, detectando S. aureus, 68,1%;S. chromogenes,
12,7%; S. epidermidis , 5,4% ; S. sciuri, 4,5%; S. warneri , 2,7% ; S. haemolyticus , 1,8%; S.
hominis, 1,8%; Str. arlettae , 0,9% ; S capitis, 0,9%; y S. gallinarum, 0,9%. El estudio
muestra una alta resistencia a la ampicilina y penicilinas, 61.8% y 70.0% respectivamente y
baja resistencia a la vancomicina 11.8% y gentamicina 10.9%. Ademas, cabe destacar que de
las diferentes especies de Staphylococcus spp se encontraron genes de resistencia (Oliveira,
2022).

(Maldonado-Arias, 2022) Realiza una investigacion con 16 bovinos de produccién lechera
de raza Holstein en la Estacion Tunchi-Facultad de Ciencias Pecuaria, ESPOCH en donde se
evaltan tres métodos de diagnostico para mastitis subclinica: Milk Checker, Draminski y
California Mastitis Test (CMT) siendo la mas eficaz la prueba de CMT con un 92.12% de
efectividad; de las muestras se obtuvieron Staphylococcus aureus en un 51.4% y Bacilos
hemoliticos y no hemoliticos 48.6%. Representaron sensibilidad a tetraciclinas, penicilina y
resistencia a la ciprofloxacina. La investigacion concluye en realizar control de aguas
realizando un antibiograma una vez al afio para determinar si existen residuos de antibi6ticos
que causen resistencia antibiotica. Otras investigaciones (Lucas, Buldain, Marchetti, &
Mestorino, 2021) evaltan un total de 44 cepas aisladas de Staphylococcus aureus por medio
de difusién de disco en agar (DDA) en donde muestran una resistencia del 2.27% a la
clindamicina y eritromicina y el 95.45% de las muestras sensibilidad a la oxacilina,
cefoxitina, eritromicina, rifampicina y rifaximinay. En la misma investigacion a partir de los

halos inhibitorios causadas por la oxacilina y rifampicina 10 se confirmaron como cepas de



S. aureus; realizando otra prueba de DDA en donde la residencia a la eritromicina es del
20% y el 70% a la rifaximina y rifampicina.

Se realizan en fincas lecheras de la sabana de Bogota la identificacion de bacterias bajo
ordefio mecanico en donde el 70.1% resulta positiva a la prueba de C.M.T en donde 30.2%
pertenecen a S. aureus, 16.2% a Estafilococos no aureus y el 14.4% a Estreptococos sp; en
cambio en los ordefiadores el S. aureus resulto el 25.0%, al igual que el S. Epidermis 25.0%
y otros el 17.5%. El estudio concluye que el agente etiolégico de mayor frecuencia por ordefio
mecanico es el S. aureus presentando varias diversidad y alta similitud entre aislamientos de
los diferentes origenes con cepas que se han adaptado al ambiente, relacionado con la falta

de higiene tanto de los ordefiadores y vacas lecheras. (Alvarez, 2022)

1.2 Categorias fundamentales

1.2.1 Mastitis

El término mastitis es utilizado para referirse a la inflamacion de la gldndula mamaria
causada por microorganismo patégenos, caracterizado por dafios en del epitelio glandular y
seguido por inflamacion. La mastitis provoca en la leche alteraciones fisicas, quimicas y
microbiologicas y esto causa pérdidas econdémicas elevadas en la produccién debido a la
disminucion de la cantidad y calidad de la leche y el valor de los tratamientos (Fernandez,
2012). En casos graves la funcionalidad de uno de los cuartos o en la totalidad de la ubre se
ve gravemente afectada. Por estas causas la mastitis sigue siendo unas de las patologias de
mayor relevancia en la produccion de leche y una de las méas controladas en la salud publica.
Los agentes infecciosos de mayor impacto en los tejidos mamarios son el S. aureus y
Estreptococos agalactiae La mastitis puede presentarse como clinica o subclinica. (Cobirka,
2020).

1.2.2 Mastitis clinica

Caracterizada por presentarse de una manera subita y de forma aguda con inflamacion y

enrojecimiento en la ubre, baja produccion y calidad de leche, tumefaccion de la ubre,



alteraciones en las mamas y la leche se presenta con grumos. La vaca presenta fiebre,
anorexia, letargo y depresion, incluso puede causar la muerte. Es facilmente diagnosticable

a simple vista (Fernandez Bolafios, 2012).

1.2.3 Mastitis subclinica:

Existe una imperceptible inflamacién en la glandula mamaria y la leche tiene apariencia
normal con los cuatro cuartos sin ninguna alteracion; sin embargo, cuando se realizar pruebas
diagnosticas especificas como el recuento de células somaticas estas se encontraran elevadas
(CCS); tambien se puede realizar la prueba de California Mastitis Test (CMT) y
conductividad eléctrica. Cabe destacar que este tipo de patologia no presenta signos visibles,
por lo que el uso de los métodos diagnosticos antes mencionados es fundamental (Palacio,
2016).

1.2.4 Staphylococcus aureus

Tabla 1. Taxonomia de Staphylococcus aureus

Dominio Bacteria
Filo Fimicutes
Clase Bacilli
Orden Bacillales
Familia Staphylococaceae
Genero Staphylococcus

Es una de las bacterias de mayor incidencia en la mastitis. El S. aureus puede causar
problemas que pueden ser moderados y severos; y se encuentra con mayor frecuencia en
mastitis subclinica. Cabe destacar que los brotes de esta enfermedad inician principalmente
al incorporar animales nuevos al hato, al ser transportados tienen contacto con animales

enfermos, agua, tierra, camas contaminadas y estiércol. Autores como (Fierro N. , 2015)
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describen que las moscas también desempefian el papel de vectores para la propagacién de
la enfermedad en el hato y hatos aledafios; también recomiendan apartar a los animales o
sacrificarlos cuando las celulas sométicas superan las 500.000 células/ml ya que la patologia

es altamente virulenta y cronica.

1.2.5 Staphylococcus coagulasa negativos (SCN)

Este tipo de bacterias se caracterizan por ser multirresistentes a los antibiéticos produciendo
enzimas que alteran, impiden e inactivan las enzimas de los antibioticos. Los betalactamicos
son los antibioticos que mayor resistencia han presentado por ser utilizados con mayor

frecuencia. (Garzon, 2019)

1.2.6 Epidemiologia

Existen varias maneras en que las que puede darse la infeccion de la glandula mamaria, pero
el papel que desempefia el ordefiador es una de las mas relevantes. Las manos de ordefiador
se consideran un medio directo para que los microorganismos se propaguen y contamine
otras vacas, las manos contienen innumerables bacterias que al momento del ordefio tocan el
pezon; una mano que estuvo en contacto con una ubre con mastitis puede llegar a contaminar

vacas sanas. Los microorganismos pueden ingresar al pezon de distintas maneras:

= Falta de higiene, aseo de manos e implementos al momento del ordefio.
= Falta de desinfeccion de los pezones.

= Tirar o halar demasiado de los pezones.

= Golpes en los pezones.

= Magquina de ordefio y pezonera sin mantenimiento.

= No implementar sellante para los pezones al final del ordefio.

= Uso de sondas intramamarias reutilizadas.

= Escurrimiento de los cuartos mamarios parcial.

Las etapas principales para que la mastitis se desarrolle son 3:
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Invasidn: los microorganismos ingresan desde la ubre hacia la leche que se encuentra en la
cisterna del pezdn. Se da un ambiente propicio para la multiplicacion bacteriana e invasion
del tejido mamario.

Infeccién: la poblacién bacteriana se disemina hacia toda la glandula, dependiendo de la
virulencia del microorganismo.

Inflamacion: Aumento de leucocitos que causa inflamacion. (Padilla, 2020)

1.2.7 Prueba bioldgica de CMT

De gran utilidad para diagnosticar mastitis subclinica ya que es un método rapido sencillo y
econdémico que se puede hacer en el sitio inmediato y de manera temprana; no proporciona
un valor numérico, pero se identifica si las células somaticas son altas o bajas de acuerdo con
la tabla 2. La prueba se lleva a cabo en hembras en lactacidon y en especies como ovinos,
caprinos camellos llamas y bovinos. El reactivo de CMT actua como detergente, disolviendo
las paredes celulares de los leucocitos, que estan constituidas por grasas, esto causa que la
célula libere desde el nicleo su ADN vy se gelifique formando masas fibrosas cuando entra

en contacto con el reactivo.

Tabla 2. Relacion numérica del conteo de células somaticasy CMT

CMT CCS/mi

20.000 + 10.000

91.000 * 22.000
1(+) 198.000 + 73.000
2 (++) 497.000 + 147.000
3 (+++) 2°258.000 + 678.000

*N= negativo; T=trazas posibles; 1(+) =Positivo débil; 2(++) =Positivo evidente;
3(+++) =Positivo fuerte.
Fuente: (Gonzélez, 2011)
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1.2.8 Resistencia a los antibioticos

Se puede definir como la ausencia de susceptibilidad de la bacteria al antimicrobiano
mediante la inactivacion o disminucion de la actividad del farmaco. La resistencia que los
microorganismos desarrollan a los distintos antibioticos obedece a la capacidad de las
bacterias de modificarse genéticamente y a otros mecanismos que permiten la transferencia
material genético de bacterias resistentes a bacterias susceptibles. Este proceso se ha visto
facilitado por el uso indiscriminado de antibidticos usados en lecheria para el control de

mastitis.

1.3 OBJETIVO

1.3.1 Objetivo general

Identificar el potencial de resistencia a los antimicrobianos de Staphylococcus aureus
inductor de mastitis subclinica de bovinos lecheros y presente en secreciones nasales de los
ordenadores.”

1.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Aislar Staphylococcus aureus a partir de muestras de leche obtenidas de vacas con
mastitis subclinica y secreciones nasales del personal de ordefio a través de cultivos

microbioldgicos.

e Confirmar mediante pruebas bioquimicas que las bacterias aisladas corresponden a

Staphylococcus aureus
e Determinar si las cepas de Staphylococcus aureus aisladas presentan resistencia a

varias familias de antibidticos: clindamicina, gentamicina, rifampicina, novobiocina,

cloranfenicol y linezolid.
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1.4. HIPOTESIS

HO: Las cepas de Staphylococcus aureus evaluadas y las muestras del personal de ordefio
no presentaron resistencia a los antibidticos: clindamicina, gentamicina, rifampicina,

novobiocina, cloranfenicol y linezolid.
H1: Las cepas de Staphylococcus aureus evaluadas y las muestras evaluadas del personal de

ordefio presentaron resistencia a los antibidticos: clindamicina, gentamicina, rifampicina,

novobiocina, cloranfenicol y linezolid.
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CAPITULO 11
METODOLOGIA
2.1 Ubicacién del experimento
La investigacion se realizé en el cantén Quero parroquia Yanayacu-Mochapata provincia de
Tungurahua Caserio. 12 de Octubre en la hacienda de la familia Velazco. Las coordenadas

geografias son: S1°29'13.2"S latitud sur y 078°42'09.5" longitud Oeste (Earth, 2023)

2.2 Caracteristicas del lugar

Tabla 3. Condiciones meteorologicas de lugar

Parametros Datos anuales
Clima Frio
Humedad relativa, % 72

Altitud, msnm 3609
Temperatura media, °C 9°
Precipitacion media mensual, mm 374
Velocidad media del viento, Km/h 7.8

Fuente: (INHAMI, 2023)
2.3 Ubicacion del laboratorio

La fase experimental se llevo a cabo en el Laboratorio de Microbiologia y Biologia Molecular
de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Tencnica de Ambato, localizado
en la provincia de Tungurahua, Cantén Cevallos kilometro 2, su extension 19.000 km? y las
coordenadas geografias son: 1°22"08.7" S latitud sur y 78° 36'23.8" longitud Oeste (Earth,
2023).
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2.4 Catacteriticas del lugar

Tabla 4. Condiciones meteoroldgicas de laboratorio

Parametros Datos anuales

Clima Ecuatorial Meso Térmico Seco
Humedad relativa, % 60-75

Altitud, msnm 2.882

Temperatura media, °C 13-16

Precipitacion media mensual, mm 200-500

Velocidad media del viento, Km/h 2.1-8.9

Fuente: (GAD, 2022)

2.3 Equipos materiales

Material biologico experimental

o Especimenes 80 Semovientes: Bos taurus

Materiales de campo

o Paleta para CMT

o Botas

o Overol

o Guantes de latex

o Tubos para muestras de leche
o Rollo de papel
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Materiales de laboratorio

Equipos:

Reactivos

Asa de siembra

Cajas Petri

Gradilla

Portaobjetos

Matraz Erlenmeyer
Tubos de ensayo
Mechero bunsen
Varilla de agitacion
Vaso de precipitacion
Cuchara de medicion
Micropipeta

Tubos Falcon 15ml
Kit para hisopado nasal

Puntas de micropipetas

Agitador
Incubadora
Balanza analitica
Nevera

Autoclave

Reactivos de CMT
Agar Mdller-Hilton

Agar Manitol-salado
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o  Agar sangre base

o  Agar Tripticasa Soya

o  Antibioticos (clindamicina, gentamicina, rifampicina, novobiocina,
cloranfenicol y linezolid)

o Infusién corazdn-cerebro

Insumos de oficina:

o Computadora
o Esferograficos
o Céamara

o Cuadernos

o Impresora

o Marcador
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2.4 Factores en estudio

Tabla 5. Disco de antibioticos.

Antibidtico Simbologia

Descripcion

Gentamicina CN

Cloranfenicol

C

Rifampicina RD
Clindamicina DA
Novobiocina NOV
Linezolid LZD

Aminoglucésido con una accion bactericida inhiben la
sintesis proteica bacteriana, su mecanismo de accion
depende de su concentracion, lo que produce un efecto
postantibidtico.

Antimicrobiano del grupo de los a fenicoles,
bacteriostatico que actdan uniéndose a la subunidad 50S
de los ribosomas de las bacterias susceptibles, evitando la
sintesis de proteinas de las bacterias.

Antibiotico del grupo de la rifampicina de amplio espectro
que se une a la subunidad beta de la ARN polimerasa y
produce un inicio fallido en la sintesis de ARN.

Antibiotico del grupo de las lincosamidas que se une a la
subunidad 50S, ribosomal, inhibiendo asi la formacion de
enlaces peptidicos. Puede ser bactericida o bacteriostatico,

dependiendo de la susceptibilidad

Bacteriostatico que interfiere en la sintesis de la pared
bacteriana. Principalmente utilizado para infeccion de S.

aureus e infecciones urinarias.

Nuevo antibiético de la familia de las oxazolidionas que
actla inhibiendo la fase de iniciacion de la sintesis

proteica

(Fierro G. B., 2022)

18



2.5 ANALISIS ESTADISTICO

2.5.1 Tamaio de la muestra
Se calcularon 71 muestras de vacas lecheras por lo cual se emplea la siguiente formula con

el fin de obtener resultados significativos y representativos en la poblacion de interés.

Z*P(1-P)
e

n

Donde:

Z es el nivel de confianza.

P es la prevalencia.

d es la precisién absoluta.

Para el calculo:

Z=1.96 nivel de confianza de 95%.
P=24%.

d=0.1.

_ 1.96% % 0.24 (1 — 0.24)
N 0.12

n

n=71
En total se muestrearon 80 vacas lecheras que son las que se encontraban en produccion en

el momento de realizar la investigacion de cualquier raza y edad, mayores a 5 afios,

alimentados con balanceado y cuyo diagndstico de mastitis subclinica se realiz6 en el campo.
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2.5.2 Disefio experimental

La investigacion se desarroll6 en 3 fases

En la primera fase se tomaron muestras de vacas lecheras realizando pruebas de CMT como
también muestras a los ordefiadores por medio de un hisopado en los cornetes inferiores y
colocando las muestras de vacas lecheras y ordefiadores en tubos esterilizados para ser
transportados al laboratorio.

En la segunda da fase se realizaron pruebas de tipo de hemélisis y tinciéon gram por lo cual
los consideramos como variables cualitativas al no presentar homogeneidad.

En la tercera fase se llevo a cabo pruebas bioquimicas como el de manitol salado, pruebas
catalasa/coagulasa y antibiograma utilizando la prueba de Kruskal Wallis con una prueba

Post Hoc de Dunn con el fin de observar las diferencias entre los grupos de antibiéticos

2.6. METODOLOGIA

Para el presente trabajo investigativo se utilizaron muestras de leche de 80 vacas lecheras en
produccion, las mismas que fueron sometidas a CMT para identificar los animales positivos
amastitis subclinica. Tras la prueba, 28 fueron positivas. a leche de estos animales fue llevada
al laboratorio para aislamiento de S.aureus mediante una serie de pruebas bioquimicas, que
se detallan a continuacion. Al finalizar esta fase, se obtuvieron 12 muestras positivas S.
aureus. Finalmente, se utilizaron estos aislados para construir el perfil de resistencia
antibidtica mediante antibiograma por difusion en disco. Las muestras fueron conservadas y
almacenadas a -20°C para futuras investigaciones en los Laboratorios de Biologia Molecular

de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Técnica de Ambato

2.6.1 Fase I. Toma de muestras

2.6.1.1 Prueba de California Mastitis Test

El reactivo C.M.T utilizado para la deteccion de mastitis subclinica pertenece a Laboratorios

Life. Esta prueba inicia con la limpieza la ubre de la vaca con agua y su posterior secado con
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papel periddico. Se descarta el primer chorro de leche (despunte) y se recolecta en la paleta
de C.M.T cerca de 2ml a 3ml de leche de cada cuarto de la ubre y se agrega la misma cantidad
del reactivo C.M.T a la leche recolectada. Finalmente se agita la paleta formando circulos
hasta que el reactivo y la leche se mezclen interpretando la reaccién de acuerdo con la

siguiente tabla:

Tabla 6. Lectura de la reaccion de C.M.T

Grado Interpretacion

N Solucidn inalterada en estado liquido

1(+) No hay formacion de gel, pero mayor
precipitado

2 (++) Precipitado denso y concentracion en el
centro

3 (+++) Gel denso adherido a la paleta

(Life-Ecuador, 2022)

Al identificar el cuadrante afectado se tom6 una muestra de 15 ml en un tuvo estéril y se
identifico cada una con el nombre y el cuadrante de la vaca. Se mantuvo en un cooler con

hielo hasta llegar al laboratorio.

Se prepar0 previamente Agar Base Sangre en cajas Petri plasticas de suplementado con
sangre ovina para permitir el crecimiento de microorganismos y la deteccién de hemolisis

como un primer paso para el aislamiento e identificacion de S. aureus.

2.6.1.2 Hisopado de los ordefiadores

1. Seleyod la carta de consentimiento a los ordefiadores y se solicito su autorizacion para
Ilevar a cabo el hisopado.
2. Se inclina hacia atras la cabeza del ordefiador
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3. Seintroduce de 5 a 6 cm el hisopo con suma precaucién desde el suelo hasta la fosa
nasal.

4. Se verificd que el hisopo no haga resistencia y se realiz6 un giro de 10 a 15 seg en la
fosa nasal.

5. Con precaucion se retira el hisopo y se lleva en el tubo de transporte de la muestra.
(Angulo, 2020).

2.6.1.3 Preparacion de Agar Base Sangre

1. Seinicia con la esterilizacion de todo el material requerido en la autoclave a 120°C

2. Se peso con la balanza analitica 21.2g de Agar Base Sangre y se disolvié en 500ml
de agua destilada esterilizada en un matraz de 500ml o 1000ml con el fin de obtener
un estimado de 15 placas Petri.

3. Se homogenizé la solucion y se envio a la autoclave a 120 °C para esterilizacion.

4. Se coloco el matraz en el agitador magnético esperando que la solucion llegue a una
temperatura de entre 45-50°C.

5. Se agregd 5% de sangre de ovino desfibrinada estéril procurando que la sangre baje
por el borde del matraz hacia la solucion.

6. Se plaqued inmediatamente en placas Petri estériles en una zona estéril ayudados por
un mechero.

7. Se dejo reposar por 40 minutos hasta obtener un aspecto sélido

8. Se giro las placas por 15 minutos.

2.6.1.4 Siembra de la muestra en Agar Sangre

1. Se utiliz6 una micropipeta de 1000 ml para extraer 2ml de la muestra de leche
previamente homogenizada colocandola en las cajas Petri con el Agar Sangre. Este
procedimiento se realiza en una zona desinfectada y en un perimetro esteril alrededor
del mechero, evitamos tocar la base de agar con la punta de la micropipeta y ubicamos
la muestra no tan cerca a los bordes de la caja Petri.

2. Se esper0 que la muestra se seque, alrededor de 5 a 6h.
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Con ayuda del asa de siembra se estri6 la muestra por cuadrantes en el sentido de las
agujas de reloj y esterilizando el asa antes de continuar con otra muestra.

Se rotulé las cajas Petri con un marcador

Se voltearon las placas boca abajo.

Se llevo a la incubadora por 24h a 37°C.

Aquellas muestras f-Hemolitico positivas pasan a Tincion gram.

2.6.1.5 Tincion gram.

1.

w

N o g &

©

10.
11.
12.

13.

Después de 24 horas en la incubadora clasificamos las placas por la apreciacion de
hemolisis que se presentan con un halo transparente de color amarillo.

Con una pipeta se coloco una gota de agua destilada en el portaobjetos

Con el asa de siembra esterilizada en el mechero seleccionamos la mitad de la colonia
que presentd hemolisis.

Se disgrego la colonia en el agua destilada

Se rotul6 la muestra

Esperamos que la muestra seque por 20min.

Se agrego cristal violeta sobre la muestra esperando 1 minuto antes de lavar con agua
destilada sin tocar directamente la muestra

Se agreg0 lugol aguardando 1 minuto y se lav6 con agua destilada

Se agregd alcohol-acetona con el fin de eliminar el exceso de cristal violeta por 10
segundos y se lavd con agua destilada

Se agreg0 colorante safranina por 1 miny se lavé con agua destilada

Se observo las muestras secas con aceite de inmersion en el microscopio

Se discrimind las muestras que presenten bacilos gran negativos de Staphylococcus
gran positivos.

Aquellas muestras positivas a tincién gram pasan a la siembra en Manitol Salado

Agar
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2.6.2 Fase Il. Siembra en Manitol Salado Agar y prueba catalasa/coagulasa

2.6.2.1 Preparacion de Manitol Salado Agar

1. Se peso con la balanza analitica 55.5g de Manitol Salado Agar

2. Se disolvié en 500ml de agua destilada esterilizada en un matraz de 500ml o 1000ml
con el fin de obtener un estimado de 15 placas Petri.

3. Seenvio a la autoclave a 120 °C.

4. Se retir6 de la autoclave y se esperd que la temperatura de la solucion llegue entre 40
y 50°C.

5. Se plagueo6 inmediatamente dentro de la zona estéril usando placas Petri estériles.

6. Se dejo reposar por 40 minutos hasta obtener un aspecto solido

7. Se voltearon las placas por 15 minutos.

2.6.2.2 Siembra de Staphylococcus gram positivos en Manitol Salado Agar

1. Previamente se desinfecto la zona de trabajo y se encendié el mechero con el fin de
trabajar dentro de un perimetro estéril.

2. Se usaron las cajas Petri de Agar Sangre que fueron clasificadas anteriormente y se
recogio la otra mitad de la colonia con el asa de siembra esterilizada en el mechero.

3. Sesembro la colonia en Agar Manitol Salado estriando con ayuda del asa de siembra
por cuadrantes en el sentido de las agujas de reloj, prosiguiendo cuadrante por
cuadrante y esterilizando el asa antes de continuar con otra muestra.

4. Se rotularon las cajas Petri

5. Seincubaron boca abajo las muestras de Manitol Salado Agar por 24h a 37°C.

6. Aquellas muestras positivas a Manitol Salado Agar pasan a la prueba Catalasa

2.6.2.3 Prueba catalasa/coagulasa

Esta prueba se realiz6 en los agares que dieron positivo a Manitol es decir aquellas que

cambiaron de color rojizo a color amarillo después de extraerlas de la incubadora.

24



2.6.2.4 Prueba catalasa

1. Se desinfect6 previamente la zona de trabajo y se encendi6 el mechero con el fin de
trabajar dentro de un perimetro estéril.

2. Se colocé una gota de agua oxigenada en un portaobjeto

3. Se juntd una muestra de las colonias en Manitol Salado por medio del asa de siembra
esterilizada en el mechero.

4. Se coloco la muestra sobre la gota de agua oxigenada

5. Se esper0 que la muestra reaccione produciendo espuma

6. Aquellas que produzcan espuma se clasificaron como positivas y se descartaron las
muestras negativas.

7. Aquellas muestras positivas a la prueba a catalasa pasan a la prueba coagulasa.

2.6.2.5 Prueba coagulasa

Para realizar esta prueba necesitamos anticipadamente obtener sangre de bovino fresca
recolectada en tubos estériles con el fin de llevarla a la centrifugadora y obtener plasma.
(Britania, 2020).

1. Sedividié el portaobjetos en dos secciones la primera dira control y la segunda prueba
coagulasa

2. En la primera seccion se agreg6 1 ml de agua destilada

3. En la segunda seccion se agreg6 1ml de plasma

4. De las colonias en Manitol Salado positivo se eligieron colonias con el asa de siembra
esteril

5. En el portaobjetos se colocd la colonia seleccionada sobre el agua destilada
mezclandola y formando pequefios circulos.

6. Se esterilizo el asa de siembra

7. Se eligi6 una colonia del Manitol Salado y la colocamos sobre el plasma mezclandola

en forma de circulos.
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Se observoé las muestras en busca de aglutinacién en el plasma comparandola con la
muestra control en agua destilada; el cual no aglutina. Registramos como prueba
coagulasa positiva al visualizar aglutinacion en plasma mas no en agua destilada.

Las muestras positivas a coagulasa son candidatas para continuar con el antibiograma.

2.6.2.6 Preparacion de Agar Tripticasa Soya

Se peso con la balanza analitica 55.5g de Agar Tripticasa Soya

Se disolvié en 500ml de agua destilada esterilizada en un matraz de 500 ml o 1000
ml con el fin de obtener un estimado de 15 placas Petri.

Se envio a la autoclave a 120 °C.

Se retird de la autoclave y se esper0 a que la temperatura de la solucion llegue entre
40y 50°C.

Se plaque6 inmediatamente dentro de la zona estéril usando placas Petri.

Se dejo reposar por 40 minutos hasta obtener un aspecto solido

Se giraron las placas por 15 minutos.

2.6.2.7 Siembra en Agar Tripticasa Soya

De las muestras de Agar Manitol Salado positivas a coagulasa y catalasa sembramos en Agar

Tripticasa Soya.

1.

Se desinfectd la zona de trabajo y encendemos el mechero con el fin de trabajar dentro
de un perimetro estéril.

Se tomaron la muestra del Agar Manitol Salado con palillos de madera esterilizados
Se sembrd la colonia en Agar Tripticasa Soya estriando por cuadrantes en el sentido
de las agujas de reloj, prosiguiendo cuadrante por cuadrante y quemando los palillos
de madera antes ser desechados.

Se rotulo las cajas Petri

Se incub6 boca abajo las muestras de Agar Tripticasa Soya por 24h a 37°C
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2.6.3 Fase I11. Medicién de densidad Optica / antibiograma

2.6.3.1 Preparacion de infusion Cerebro-Corazon

> w0 np P

Se peso con la balanza analitica 149 de infusion Cerebro Corazon

Se homogenizo6 en 500ml de agua destilada esterilizada en un matraz de 1000ml

Se llevd a la autoclave a 120 °C.

Se retird de la autoclave, se esper6 a que la temperatura de la solucién disminuya
hasta los 40-50°C.

Se descontamind el area de trabajo y se encendio el mechero para realizar nuestras
labores en un entorno libre de gérmenes.

Se extrajo con una micropipeta 5ml de caldo cerebro corazén y se deposit6 en tubos
de ensayo esterilizados con sus respectivos tapones.

2.6.3.2 Muestras de Agar Tripticasa Soya a caldo Cerebro Corazoén.

Se tomd una caja Petri de Agar Tripticasa Soya y con el asa de siembra estéril se
seleccionaron varias colonias.

Se depositaron las colonias extraidas a los tubos de ensayo con caldo Cerebro-
Corazon procurando desprender las colonias del asa de siembra para después
taponarlas.

Se rotul6 los tubos de ensayo colocandolos en la gradilla.

Se incub6 las muestras por 3h a 37°C

2.6.3.3 Medicion de densidad optica

1.

2.

Se desinfecto el area y encendemos el mechero con el fin de trabajar en un perimetro
esteril.
Se encendid el espectrofotémetro y se calibrd a una longitud de onda de 600nm
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Se us6 como blanco una cubeta para espectrofotdémetro con 1ml de caldo cerebro
corazon estéril, se encero el espectrofotometro

Se retir6 el blanco y lo enceramos cada 3 muestras de acuerdo vayamos balanceando
las muestras

Se tomd un tubo de ensayo con la muestra en caldo cerebro corazon y se homogenizé
con ayuda del Vortexer.

Se retir6 el tapdn y se extrajo con una micropipeta 1000ul de la muestra,
depositandolo en una cubeta para espectrofotémetro.

Se midié la densidad dptica en el espectrofotdometro en un rango de concentracién
entre 0.450A a 0.550 A

A las muestras que sobrepasen los valores requeridos se agregd caldo cerebro
corazon; a diferencia de las muestras que indiquen valores menores a los necesarios;
en ese caso agregamos colonias de bacterias. Repitiendo el proceso hasta obtener el
rango requerido.

Se rotul6 las muestras equilibradas y las colocamos en otra gradilla para pasarlo al
Agar Miller-Hilton.

2.6.3.4 Preparacion de Agar Miuller-Hilton

Eal N

Se peso con la balanza analitica 15.5g de Agar Mller-Hilton.

Se homogeniz6 en 400ml de agua destilada esterilizada en un matraz de 1000ml

Se llevd a la autoclave a 120 °C.

Se retird de la autoclave y se esperé a que la temperatura de la solucidon llegue entre
40-50°C.

Se descontaminé el area de trabajo y se encendié el mechero para realizar nuestras
labores en un entorno libre de gérmenes.

Se vertid el Agar en las cajas Petri esperando 20 minutos a que tengas una apariencia
solida.

Se ubicaron las cajas Petri boca abajo con Agar Muller-Hilton
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2.6.3.5 Antibiograma

1. Se desinfecté el area y se encendio el mechero con el fin de trabajar en el perimetro
estéril.

2. Se tomo las cajas Petri con Miuller-Hilton y agregamos 100 ul de la muestra
balanceada anteriormente.

3. Se extendié con ayuda de un hisopo esterilizado en toda la superficie del agar y se

espero que seque por 20 minutos.

Se agrego el blanco en cada una de las cajas Petri de Muller-Hilton.

Se agrego los antibidticos con mucho cuidado de manera equidistante.

Se rotul6 y se apil6 en grupos de 6.

N o g &

Incubamos por 18h a 37°C.

2.6.3.6 Lectura del antibiograma

Para realizar la lectura nos basamos en las concentraciones registradas por la Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI)

Tabla 7. Perfil de sensibilidad a los antibidticos de Staphylococcus aureas

Antibiotico Simbologia Sensible Intermedio Resistente

Gentamicina CN >=15 13-14 <=12
<=12

Cloranfenicol C >=18 13-17
Rifampicina RD >=20 17-19 <=16
Clindamicina DA >=21 15-20 <=14
Novobiocina NOV >=16 <=15
Linezolid LZD >=21 -—-- <=20

Fuente: (Institute, 2022)
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2.7 VARIABLE RESPUESTA

2.7.1 Cuantitativa

Se califican cepas de S. aureus como (S) Sensibles, (1) Intermedia, (R) Resistente, a partir de
la extension de los halos presentes y comparando con valores de referencia de Clinical and

Laboratory Standards Institute.

2.7.2 Cualitativa

Pruebas bioquimicas

Manitol:

Es un medio de cultivo selectivo el cual actta en la deteccion de S. aureus; constituido por
Pluripeptonay extracto de carne rico en carbono, nitrégeno, vitaminas y minerales; al ser alto

en NaCl inhibe la flora acompariante siendo el rojo fenol el indicador de pH

e Staphylococcus coagulasa positiva van a acidificar el medio de cultivo y las colonias
se presentaran de color amarillo brillante

e Staphylococcus coagulasa negativa presentaran las colonias de zonas de color rojo o
purpura. (Gaibor, 2019)

Catalasa:

Determinar la ausencia o presencia de catalasa nos permite diferenciar Staphylococcus de
Estreptococos, siendo los primeros coagulasa positivos y los segundos catalasa negativa.
Para realizar esta prueba colocamos la colonia en estudio en el portaobjetos y soltamos una
gota de peroxido de hidrogeno dando como resultado la formacion de burbujas al ser
coagulasa positiva. (Lopez, 2019)

Coagulasa:

La prueba que nos permite determinar la presencia de staaphylocoagulasa extracelular que al

actuar con la protrombina produce la formacion de coagulos en el plasma. Se requiere plasma
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fresco bovino el cual al mezclarlos va a reaccionar formando aglutinacion marcandola como

prueba coagulasa positiva.

2.8 Procesamiento de datos

Los resultados obtenidos durante la presente investigacion se registraron en una base de datos
en Microsoft Excel® 2016 y procesaron en el programa estadistico infoStat; para comparar

la sensibilidad de las bacterias aisladas a los diferentes antibidticos se realizo la prueba de

Kruskal Wallis ya que los datos no siguen una distribucién normal.
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CAPITULO Il

RESULTADOS Y DISCUSION

Se realizaron pruebas de California Mastitis Test a 80 vacas lecheras de 3 hatos diferentes
durante los ordefios de la mafiana (04:30 Am) en el canton Quero parroquia Yanayacu-
Mochapata, provincia de Tungurahua, Caserio 12 de Octubre. En la tabla 8, se han
identificado 28 muestras de vacas lecheras positivas a mastitis subclinica después de
someterse a las correspondientes pruebas de C.M.T. Las muestras positivas fueron cultivadas
en agar sangre como pre-enriquecimientno y para deteccion de bacterias B-hemoliticas., Se
realizaron tres repeticiones por cada muestra. Debido a este proceso se excluyen2 muestras
(Dos, 193) debido a su incapacidad de los microrganismos presentes de producir hemolisis,
lo que resulta en 26 muestras con Beta hemolisis (92%). Las muestras Betahemoliticas estas
fueron sometidas a un descarte adicional mediante tincion Gram, excluyendo 5 muestras
(Visan, Seis, Ojos de sapo, Vaca y Llumi) por la presencia de bacilos gram positivos las que
se caracterizan por formar largas cadenas a diferencia de los Staphylococcus que se forman
en racimos parecido a las uvas como se aprecia en el Anexo 7. Esto conduce a un total de 21

muestras, que representan el 75% del conjunto original
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3.1 Tipo de hemolisis y tincion gram en vacas lecheras

Tabla 8. Prueba de hemolisis y tincion gram en vacas lecheras

Muestras Tipo de hemdlisis

Tincion Gram

Casos negativos

I'-Hemolitico
Gila
Vaca
Llumi
Chola
Lupe
Sofia
Yeye
Gala
Negra
Roberta
Guila
Ojos de sapo
Cinco
Pistén 56
Dos X
Seis
Uno
Siete
Brown Swiss
Café
193 X
853
Visan
Manzana 51
Tigrilla
Elisa
Silvia
2508

p-Hemolitico

XX XX XXX XXX XX XX

X X X X X

X X X X X X X

Bacilos Gram

X
X

positi Cocos gran positi
X

X X X X X X X X

> X X X X x X

X X X X

TOTAL

28

26

21
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3.2 Pruebas bioquimicas en vacas lecheras

Las 21 muestras anteriormente descritas se sometieron a pruebas bioquimicas adicionales, mismas que se describen en la tabla 9. Después
de la siembra en manitol salado se descartan 7 muestras en manitol (Yeye, 853, Guila Tigrilla, Uno, Elisa, Café) al no presentar cambio
de color a amarillo al ser incubado, como se aprecia en el Anexo 8. Este cambio de color es resultado de una acidificaciéon del medio de
cultivo rico en NaCl, resultando un total de 14 muestras que representa el 50%. A continuacion, se realizé la prueba catalasa resultando
cero muestras negativas. Al ser fusionadas las bacterias con perdxido de hidrogeno, actuara la enzima catalasa, hallada en una gran
mayoria de bacterias anaerobias y aerobias que encierran citocromo oxidasa. Finalmente se realiz6 la prueba de coagulasa en donde nos
resultan dos muestras negativas (Brown Swiss y Chola) al ser mezclada con el plasma sanguineo y no presentar aglutinacién. Finalmente,
tras estos ensayos, se confirma la presencia de S. aureus en 12 muestras, que representan el 42% de las muestras positivas a mastitis

subclinica. Estas muestras se utilizaron para la realizacion del antibiograma.
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Tabla 9. Pruebas bioguimicas a vacas lecheras

MMueziras Manitol Catalaza Coagulaza
Fojo negative Amarillo pozitive Negatnvo Positivo Negativo Pozitive
Gila H - X X
Vaca -
Lhamm -
Chela H - X X
Lupe X - X H
Sofia H - X X
Yeva i -
Gala H - X X
Hegza H - X X
Foberta H - X X
Cruila .4 -
oz da sapo -
Cmeo X - X X
Pizton 56 H - X X
Dios -
Selz -
Uno X -
Eiete ik - X hd
Broum Swiss X - X X
Café .4 -
193 -
g53 M -
Viszan -
Manzana 51 H - X X
Tignlla X -
Eliza .4 -
Eikaa H - X X
2508 H - X X
Cazoz negativos 7 0 2
TOTAL 14 14 12
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3.3 Antibiograma y resultados en muestras en vacas lecheras

Tabla 10. Sensibilidad y resistencia de Staphylococcus aureus en vacas lecheras

Antibiéticos

@)
2
ZY)
O
)
>
=z
<
-
O

Muestras
Gila
Lupe
Sofia
Roberta
Pistén
Gala
Cinco
Siete
Negra
2508
Manzana
Silvia S S

*CN=Gentamicina, C=Cloranfenicol, RD=Rifampicina, DA=Clindamicina, NOV=Novobiocina, LZD=Linezolid, S= Sensible, [=Intermedio,

R=Resistente. Halos de inhibicion en mm, de acuerdo con Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).

CN: S:<=121: 13-14. R: >=15. C: S:>=18 1:13-17 R:<=12.RD: S:<=16 1:17-19 R:>=20.DA: S:<=14. 1:15-20. R:>=21.

NOV: S: <=15 I.--- R:>=16. LZD: S:<=20 I: --- R:>=21.

NV ULUBOLW!W VWM W!WW
DDV LOLBOLOBLO!M On;mouoD
DUV W!W VWL W!WW
N —UDDTOTWW—UW OBV W
NV VWBWIOWBW OLvwmwmwmO
DTNV WLWAOWMW OO n;mmmwN

La tabla 10 muestra los resultados obtenidos de los ensayos de sensibilidad de S. aureus frente a los distintos antibioticos empleados,
presentandose sensibles en la mayoria de los casos; sin embargo, podemos apreciar resistencia en la muestra identificada como Cinco a
la Novobiocina y al Linezolid e intermedio con la Clindamicina. Presentan también resistencia la muestra denominada Negra frente a la
clindamicina y la muestra 2508 resistencia a la novobiocina. Finalmente, Manzana presentd intermedia a clindamicina, resistente a la

novobiocina y resistente al linezolid.
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CN=Gentamicina, C=Cloranfenicol, RD=Rifampicina,
DA=Clindamicina, NOV=Novobiocina, LZD=Linezolid

RESISTENCIA ANTIBIOTICA
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Figura 1. Resistencia antibiotica por Staphylococcus aureus en vacas lecheras.

En la Figura 1. se presenta el porcentaje de colonias que resultaron sensibles intermedios y
resistentes a los antibidticos en estudio, se aprecia que la gentamicina, cloranfenicol y
rifampicina representan una susceptibilidad del 100% a diferencia de la clindamicina que
presenta el 8.3% de resistencia y el 16.6% de resistencia intermedia, el linezolid represento
el 16.6% de resistencia y la novobiocina que presenta una resistencia del 25% y una
susceptibilidad del 75%.

Procesados los datos se organizan las cepas obtenidas iniciando desde los antibi6ticos de

mayor susceptibilidad hasta los de mayor hasta el de menor resistencia.

Tabla 11. Cantidad de cepas sensibles, intermedio y resistentes en vacas lecheras

Antibidticos Simbologia Sensible Intermedio Resistente
Gentamicina CN 12/12 (100%) 0/12(0%) 0/12(0%)
Cloranfenicol, C 12/12 (100%) 0/12(0%) 0/12(0%)
Rifampicina, RD 12/12(100%) 0/12(0%) 0/12(0%)
Clindamicina, DA 9/12 (74.9%) 2/12(16.6%) 1/12(8.3%)
Novobiocina NOV 9/12(75%) 0/12(0%) 3/12(25%)
Linezolid LZD 10/12(83.3%) 0/12 (0%) 2/12(16.6%)
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Los datos descritos en la tabla 11 nos indican la baja cantidad de cepas de S. aureus
multirresistentes lo que resulta ser un género altamente sensible mostrando sensibilidad del
100% hacia la gentamicina, cloranfenicol y rifampicina a diferencia de la clindamicina que
describe 9 cepas sensibles (74.9%)), 2 cepas de resistencia intermedia (16.6%) y tan sola
1cepa resistente (8.3%). La novobiocina presento resistencia en 3 cepas (25%) y el linezolid
representa sensibilidad en 10 cepas (83.3%) y en 2 cepas (16.6%)

Segun Aliverti F1, (2021) los resultados obtenidos en nuestra investigacion se encuentran
sustentado, ya que en su estudio evalla 44 cepas de S. aureus dando como resultados 2.27%
de cepas resistentes a la clindamicina, es decir representan a tan solo 1 cepay, por otro lado;
todas las cepas evaluadas en este estudio fueron sensibles a la rifampicina. Otro estudio
realizado por (Pellegrino M. F., 2011) evalta 63 cepas de S. aureus de los cuales todas las
cepas aisladas presentaron sensibilidad a la gentamicina y rifampicina como en la presente
investigacion, cabe destacar que en estos dos estudios el nimero de cepas es mayor al de esta
investigacion pero no representan mayor diferencia a nivel estadistico, finalmente
investigaciones realizadas por (Kutchynskaya Valero-Leal 1*, 2011)

muestra que de 81 cepas asiladas de S. aureus el cloranfenicol, al igual que nuestro estudio
representa 100% de sensibilidad; de la misma investigacion la gentamicina presenta de 81
cepas 100% de sensibilidad; sin embargo, la clindamicina a diferencia de nuestro estudio que
representa 1 cepa resistente, en la investigacion representa 2 cepas resistentes siendo aun asi
un nimero bastante bajo acercandonos al estudio en cuestién. Por otro lado, distinto a
nuestros resultados la rifampicina de 81 cepas 79 son sensibles es decir 2 muestras presentan

resistencia (2.5%)
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Tabla 12. Comparacion de sensibilidad a diferentes antibidticos en vacas lecheras

Antibidtico Diametro (mm) Interpretacion
Gentamicina 24,0 + 2,54 SENSIBLE
Cloranfenicol 24,6 +2.74 SEINSIBLE
Rifampicina 29.2 + 2.04 SENSIBLE
Clindamicina 25.2 + 3.54 SENSIBLE
Novobiocina 24.1+4.24 SEINSIBLE

Linezolid 21.1+2.,04 SENSIBLE

Los promedios que se identifican con la misma letra son idénticas segun la prueba de Kruskal
Wallis para p <0.05 esta prueba nos permite utilizar datos que no se ajustan a una distribucion
normal. Ver Anexo 13 Andlisis estadistico Kuskal Wallis en vacas lecheras para los
resultados del programa.

Se hizo una prueba de Kruskal Wallis con una prueba Post Hoc de Dunn para ver las
diferencias entre los grupos p-value < 0.05 en donde me indican diferencia significativa entre
las sensibilidades a los antibidticos primero entre la Gentamicina y la Novobiocina con un p-
value < 0.02 También el cloranfenicol y clindamicina p-value < 0.02 y el rifampicina y

clindamicina con p-value < 0.02.
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3.4 Tipo de hemdlisis y tincion gram en ordefiadores

Tabla 13. Prueba de hemdlisis y tincion gram a ordefiadores

Tipo de hemolisis Tincion Gram
Bacilos Cocos
Muestras y-Hemolitico #-Hemolitico Gram Gram
positivos positivos
Henry Velasco - X - X
Judith Arévalo - X - X
Daysi Villacis - X - X
Ismael Villacis - X - X
Miriam Coba - X - X
Casos negativos 0 0
Total 5 5 5

Para los ordefiadores se tomaron las muestras por tres ocasiones como se describe en la tabla
12 sin presentar ningun caso negativo de hemolisis manteniendo cinco muestras; del mismo
modo la prueba de tincion gram describe un total de cinco muestras positivas a cocos gram

positivas sin descartan ninguna de las muestras.
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3.5 Pruebas bioquimicas en ordefiadores

Tabla 14. Pruebas bioquimicas a ordefiadores.

Manitol Catalasa Coagulasa
Muestras ROJP Ame_lr_lllo Negativo  Positivo Negativo  Positivo
negativo  positivo
Henry
Velasco ) X - X i X
Judith
Arévalo ) X ; X i X
Daysi Villacis - X - X - X
Ismael )
Villacis ' X X ] X
Miriam Coba - X - X - X
Casos 0 0 0
negativos
Total 5 5 5

Se presentan cero casos negativos al agar manitol y en las pruebas catalasa/coagulasa todas

las muestras fueron positivas con un total de 5 muestras de ordefiadores resultando el 100%

del total de las muestras.
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3.6 Antibiograma y resultados en ordefiadores.

Tabla 15. Sensibilidad y resistencia de Staphylococcus aureus en hisopado de ordefiadores

Antibidticos

Muestras CN C RD DA NOV LzD
Henry Velasco S S S I R R
Judith Arévalo R I R R R R
Daysi Villacis S S R R R R
Ismael Villacis S S S S S R
Miriam Coba R S S R S R

*CN=Gentamicina, C=Cloranfenicol, RD=Rifampicina, DA=Clindamicina, NOV=Novobiocina,
LZD=Linezolid, S= Sensible, I=Intermedio, R=Resistente. Halos de inhibicién en mm, de acuerdo con
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).CN: S:<=12 I: 13-14. R: >=15. C: S>=18 [1:13-17
R:<=12.RD: S: <=16 1:17-19 R:>=20. DA: S:<=14. 1:15-20. R:>=21. NOV: S: <=15 I.--- R:>=16.
LZD: S:<=20I: --- R:>=21.

En la tabla 15 observamos los resultados del antibiograma en los ordefiadores, en la primera
muestra observamos un caso intermedio a la clindamicina y resistencia a la novobiocina y el
linezolid; siendo sensibles a la gentamicina, cloranfenicol y rifampicina. En el segundo caso
solamente intermedio al cloranfenicol y resistente a la gentamicina, rifampicina,
clindamicina, novobiocina y al linezolid. En la tercera muestra observamos resistencia a la
rifampicina, clindamicina, novobiocina y al linezolid y sensible tan solo a la gentamicina y
al cloranfenicol. En el siguiente caso encontramos sensibilidad a la mayoria de los
antibidticos empleados a excepcion del linezolid que presenta resistencia, Finalmente
registramos resistencia a la gentamicina, clindamicina y linezolid y sensibilidad al

cloranfenicol, rifampicina y linezolid.
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CN=Gentamicina, C=Cloranfenicol, RD=Rifampicina,
DA=Clindamicina, NOV=Novobiocina, LZD=Linezolid
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Figura 2. Resistencia antibidtica por Staphylococcus aureus en ordefiadores

En la figura 2 podemos observar los porcentajes del antibiograma en ordefiadores, estos
resultados demuestras una menor susceptibilidad a obtenidos anteriormente. La gentamicina
representa una susceptibilidad del 60% vy resistencia del 40%, el cloranfenicol una
susceptibilidad del 80% y resistencia intermedia del 20%, la rifampicina susceptibilidad del
60% vy resistencia del 40%, la clindamicina es susceptible en un 20%, intermedio 20% y
resistente el 60%, la novobiocina representa susceptibilidad en el 40% y resistencia al 60%
y finalmente el linezolid que representa resistencia al 100%. Los resultados en ordefiadores
demuestran una resistencia a los antibidticos mayor a resultados obtenidos anteriormente,
ordenandolos de mayor a menor: linezolid 100%, novobiocina 60%, rifampicina 40%,

gentamicina 40%, rifampicina 40%.
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Tabla 16. Cantidad de cepas sensibles, intermedio y resistentes en ordefiadores.

Antibidticos Simbologia Sensible Intermedio Resistente
Gentamicina CN 3/5 (60%) 0/5(0%) 2/5(40%)
Cloranfenicol, C 4/5 (80%) 1/5(20%) 0/5(0%)
Rifampicina, RD 3/5(60%) 0/5(0%) 2/5(40%)
Clindamicina, DA 1/5 (20%) 1/5(20%) 3/5(60%)
Novobiocina NOV 1/5(20%) 1/5(20%) 3/5(60%)
Linezolid LZD 0/5(0%) 0/5(0%) 5/5(100%)

La tabla 15 describe el nUmero de cepas que resultaron resistentes a los cinco antibioticos,
principalmente se destaca el linezolid en donde las 5 cepas de S. aureus fueron resistentes,
seguidos por la novobiocina y la clindamicina con 3 cepas resistentes respectivamente,
rifampicina y gentamicina con 2 cepas resistentes cada una y finalmente el cloranfenicol sin
ninguna cepa resistente.

Se realizo una prueba de Kruskal Wallis con una prueba Post Hoc de Dunn para ver las
diferencias entre los grupos p-value < 0.05 en donde se indica diferencia significativa entre
las sensibilidades a los antibioticos en ordefiadores: cloranfenicol y linezolid con un p-value
<0.02.

Tabla 17. Comparacién de sensibilidad a diferentes antibi6ticos en ordefiadores

Antibiético Didametro (mm) Interpretacion
Gentamicina 14.6 £ 5.74 INTERMEDIO
Cloranfenicol 19.9 + 0.64 SENSIBLE
Rifampicina 20.8 + 4.54 SENSIBLE
Clindamicina 16.1 + 6.04 INTERMEDIO
Novobiocina 18.4 + 5.64 SENSIBLE

Linezolid 17.7 +3.28 RESISTENTE
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Rangos promedios que no compartan la misma letra indica diferencia de sensibilidad de
acuerdo con la prueba de Kruskal Wallis para p<0.05. Esta prueba nos permite analizar datos
gue no se ajustan a una distribucion normal. Ver Anexo 14 Analisis estadistico Kuskal Wallis
en ordefiadores para los resultados del programa.

El perfil del Staphylococcus aureus asilados en esta investigacion tanto en vacas lecheras
como en el personal de ordefio corresponden a la familia Staphylococcaceae, de naturaleza
gram positiva y tienen una forma esférica, pudiendo agruparse en parejas, cadenas 0 racimos.
Tienen un tamafio que varia entre 0,8 y 1,5 micrometros (um) de didmetro y carecen de
movimiento propio. Algunas cepas tienen la capacidad de producir una capsula externa
mucosa que incrementa su capacidad para causar infecciones. En cuanto a su metabolismo,

son anaerobios facultativos y dan positivo a la prueba coagulasa y catalasa positivas.

3.4 Verificacion de hipdtesis

De acuerdo con los resultados obtenidos y evaluados en el trabajo de investigacion se
confirma que las cepas de Staphylococcus aureus evaluadas y las muestras del personal de

ordefio presentaron resistencia a los antibidticos: clindamicina, gentamicina, rifampicina,

novobiocina, cloranfenicol y linezolid.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones

Se aislaron 12 muestras de Staphylococcus aureus a partir de muestras de leche
obtenidas de vacas lecheras y 5 muestras aisladas de Staphylococcus aureus a partir

de secreciones del personal de ordefiado obtenidas por medio de un hisopado nasal

Se corroboro por medio de pruebas bioquimicas de manitol salado y pruebas
coagulasa/catalasa que las bacterias aisladas de Staphylococcus aureus corresponden
al 42% (12/28) del total de las muestras obtenidas.

Las cepas de Staphylococcus aureus aisladas en vacas lecheras presentan resistencia
a la Novobiocina, Linezolid y Clindamicina y en ordefiadores representan resistencia

al Linezolid y la Novobiocina.

4.2 Recomendaciones

Se recomienda principalmente utilizar protocolos de higiene al momento del ordefio
gue permitan mantener las buenas préacticas sanitarias con el uso de presellador como

también el mantenimiento y limpieza de las maquinas ordefiadoras después de su uso.

No fomentar ni utilizar antibidticos de manera imprudente sin los pertinentes

examenes y bajo la guia de un médico veterinario competente.

Se recomienda realizar pruebas moleculares y de secuenciacion para confirmar que

los clones aislados entre ordefiadores y vacas lecheras sean las mismas
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Anexo 1. Toma de muestras

Anexo 4. Siembra en Agar sangre
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Anexo 6. Tincién Gram

Anexo 7. Muestras de Staphylococcus visto en el microscopio
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Anexo 9. Prueba Catalasa

Anexo 9. Prueba Coagulasa
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Anexo 12. Antibiogramas.
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Anexo 13
Analisis estadistico Kuskal Wallis en vacas lecheras

Variable Columnal N Medias D.E. Medianas H P
Columna2 1 36 1,00 0,00 1,00 2,89 0,0072
Columna2 2 36 1,00 0,00 1,00

Columna2 3 36 1,00 0,00 1,00

Columna2 4 36 1,19 0,47 1,00

Columna2 5 3e 1,19 0,58 1,00

Columna2 6 36 1,19 0,58 1,00

Trat. Ranks

3 101,50 A
2 101,50 A
1 101,50 A
5 113,69 A
6 113,69 A
4

Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Anexo 14

Andlisis estadistico Kuskal Wallis en ordefiadores

Variable Columnal N Medias D.E. Medianas H P
Columna2 1 27 1,63 0,93 1,00 16,01 0,0001
Columna2 2 12 1,00 0,00 1,00

Columna2 3 15 1,27 0,70 1,00

Columna2 4 12 1,50 0,90 1,00

Columna2 S 12 1,17 0,58 1,00

Columna2 & 12 2,58 0,79 3,00

Trat. Ranks
2 33,00
5 36,83
3 39,13
4
s
6

44,50
47,87
70,29 B

Medias con una letra comuin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

B
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