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IV. RESUMEN

La mastitis bovina es definida como la inflamacién de la glandula mamaria es considerada como la
infeccion mas importante en las vacas lecheras, asociada con elevadas pérdidas econdémicas, dicha
enfermedad es de caracter multifactorial, sin embargo, la etiologia bacteriana la de mayor frecuencia e
importancia, siendo Staphylococcus aureus y Escherichia coli los agentes de mayor prevalencia, aunado a
esto el uso inadecuado de antimicrobianos ha propiciado la constante aparicion de bacterias resistentes, por
lo cual el objetivo del presente estudio fue aislar y caracterizar cepas bacterianas obtenidas de muestras de
leche, se obtuvieron 18 muestras de dos hatos lecheros ubicados en el Estado de Hidalgo, por medio de
diferentes técnicas bacterioldgicas se aislaron y caracterizaron las cepas bacterianas, asi mismo por medio
de la técnica de difusion en disco se determind el perfil de resistencia a antimicrobianos de 24 cepas que
fueron aisladas. Los resultados obtenidos mostraron que la mayoria de los aislamientos corresponde a
bacterias Gram positivas con morfologia de cocos, con respecto a la sensibilidad a antimicrobianos se
determin6é que el 83% de las cepas fueron multirresistentes al mostrar resistencia a al menos 5
antimicrobianos. Los resultados obtenidos ponen en evidencia la necesidad de poner en préactica acciones

para reducir el impacto del fendémeno de resistencia a antimicrobianos y limitar su propagacion.

Palabras clave: Mastitis bovina, bacterias, resistencia a antimicrobianos
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V. ABSTRACT

Bovine mastitis, defined as the inflammation of the mammary gland is considered the most important
infection in dairy cows, which is associated with important economic losses, this disease is multifactorial,
nevertheless, bacterial etiology is the most frequent and important, being Staphylococcus aureus and
Escherichia coli the most prevalent agents, moreover, the inappropriate use of antimicrobials has led to the
emergence of multidrug-resistant bacteria, due to this the aim of the present study was to isolate and
characterize bacterial strains obtained from milk samples18 samples were obtained from two dairy herds
located in the State of Hidalgo, through different bacteriological techniques the bacterial strains were
isolated and characterized, likewise through the disk diffusion technique the antimicrobial resistance profile
of 24 strains was determined. Obtained data showed that most of the isolates correspond to Gram positive
bacteria with coccus morphology. The results of susceptibility to antimicrobials showed that 83% of the
strains were multidug-resistant, showing resistance to at least 5 antimicrobials. The results obtained show
the need to implement actions to reduce the impact of the phenomenon of resistance to antimicrobials and

limit its spread.

Keywords: Bovine mastitis, bacteria, antimicrobial resistance
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1. INTRODUCCION

La mastitis bovina es definida como la inflamacién de la glandula mamaria, se caracteriza por
un aumento de neutrdéfilos en el tejido glandular de la ubre, manifestandose como secreciones
anormales en la leche, decoloracion o coagulos (mastitis clinica) o como un aumento en el
conteo de células somaticas con apariencia normal de la leche (mastitis subclinica). Es
considerada como la infeccion mas importante en las vacas lecheras, asociada con elevadas

pérdidas econdmicas (Nonnemann et al., 2019).

La mastitis bovina es una enfermedad multifactorial, que se desarrolla como resultado de la
interaccion de varios factores asociados con el huésped, los patogenos especificos, el medio
ambiente, la estacion y el manejo del hato, dicha patologia a menudo es causada por
microorganismos patégenos, contagiosos 0 ambientales, siendo la etiologia bacteriana la de

mayor frecuencia e importancia (Bianchi et al., 2019).

A la fecha se han identificado mas de 135 especies de bacterias causantes de mastitis (Brisuela
etal., 2018). Numerosas especies bacterianas han sido aisladas de casos de mastitis bovina, pero
histéricamente Staphylococcus y Escherichia coli, se han considerado como los agentes mas

comunes de mastitis (Klibi et al., 2019).

La mastitis amenaza al sector lechero debido a los problemas relacionados con la calidad de la leche y la
salud publica debido al mayor riesgo de residuos en la leche, asociado al uso inadecuado de
antimicrobianos y la aparicion de bacterias resistentes, la terapia con antimicrobianos es la practica mas
comun para controlar la mastitis bovina, sin embargo, estudios recientes, reportan que farmacos como el
cloranfenicol, la ciprofloxacina, la novobiocina, la vancomicina y la tetraciclina ha disminuido su eficacia
frente a los patdgenos asociados con mastitis bovina (Locatelli et al., 2019), por lo que el objetivo del
presente estudio fue aislar y caracterizar cepas bacterianas obtenidas de muestras de leche de dos unidades
de produccion lactea de Tulancingo de Bravo, Hidalgo, para verificar la sensibilidad a antimicrobianos.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La productividad de la ganaderia lechera, su relacién con la industrializacién y comercializacion
de la leche y los subproductos es un tema de relevancia para la economia nacional. Se ha
observado una diferencia importante entre la produccién nacional y la demanda de leche en
Meéxico, este déficit en la produccion para cubrir la demanda interna es una de las causas por las
cuales México ha ocupado el primer lugar como importador de leche en polvo. Especificamente
en el estado de Hidalgo que se encuentra ubicado en la regidn centro-oriental de México, la
produccion de leche es una de las de las actividades econdmicas mas importantes, aunque en el
afio 2010 se reportd que la participacion de la entidad en la produccion nacional bajo un 3.9%.
son varias las razones por las cuales se ha presentado este descenso en la produccion siendo la
principal causa la mastitis, causante de pérdida econémicas dentro de los hatos, tanto por el
costo en tratamientos veterinarios, asi como por la disminucion en la produccion lactea, aunado
a lo anterior el aumento en la resistencia a antimicrobianos en bacterias asociadas a mastitis
debido al uso indiscriminado de dichos farmacos, representa un potencial problema en cuanto a
salud publica se refiere, puesto que existe la posibilidad de su transferencia a los humanos y al

medio ambiente.
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3. ANTECEDENTES

3.1 Sector pecuario en México

La ganaderia mexicana ocupa en onceavo lugar a nivel mundial, como productor pecuario, tales como
carne, huevo, grasa, pieles, asi como leche y sus derivados, razén por la cual el ganado bovino es el de
mayor consumo en MEéxico, teniendo un papel importante en la nutricién, seguridad alimentaria y los
medios de vida de los seres humanos. sin embargo, en los Gltimos afios las actividades pecuarias han sufrido
una serie de cambios debido a factores como el cambio climético, siendo este Ultimo un desencadenante
para la aparicién o diseminacion de enfermedades (FAO, 2014; SADER, 2021).

3.1.1 Produccion lactea

De acuerdo con cifras oficiales, al cierre del afio 2022 se espera que se produzcan mas de 13 mil millones
de litros de leche, alcanzando exportaciones por casi 500 millones de leche, lo cual impactara directamente
en parametros economicos (226.3 hillones de libras). Respecto a la produccion lactea del Estado de
Hidalgo, al cierre del afio 2020 se obtuvo un total de 413,145 litros de leche, ocupando el octavo lugar
como productor a nivel nacional, ubicandose el Valle de Tulancingo en segundo lugar a nivel estatal (SIAP,
2022).

3.2 Enfermedades que afectan la produccién lactea

En los Gltimos afios las actividades pecuarias han sufrido una serie de cambios debido a factores como el
cambio climatico, siendo este un desencadenante para la aparicion o diseminacion de enfermedades (FAO,
2014). Debido a las demandas productivas, los bovinos destinados a la produccion lactea son mas
susceptibles a padecer infecciones, ocasionando problemas clinicos, tales como la mastitis, siendo esta

Gltima enfermedad una de las mas frecuentes e importantes dentro del sector lechero (Vargas et al., 2012).

3.2.1 Mastitis bovina
Se define como un proceso inflamatorio propio de la glandula mamaria, caracterizada por cambios fisicos
0 quimicos, que generalmente se presenta a causa de infecciones bacterianas. Los signos mas importantes

incluyen disminucién en la produccion y calidad de la leche, fiebre, cuartos mamarios enrojecidos,
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hinchados e hipertérmicos. Dicha enfermedad esta asociada con elevadas pérdidas econdémicas
(Fernéndez-Bolarios et al., 2012).

3.2.2 Causas no infecciosas de mastitis bovina

3.2.2.1 Metabdlicas

En los Gltimos afios se ha demostrado que la magnitud del estado inmunosupresor se relaciona a sindromes
metabdlicos complejos tales como lipidosis, cetosis, acidosis hipoglucemia e hiperamonemia, asi mismo
se ha reportado las elevadas concentraciones de acidos grasos libres antes del parto y de butirato en el
postparto estan relacionadas con efectos inmunosupresores que a su vez desencadenan patologias como la
mastitis (Bludau et al., 2014).

3.2.2.2 Fisioldgicas

Factores como la edad y el nimero de partos han sido relacionados con casos de mastitis, vacas longevas
que han tenido varios partos, presentan conductos galactdforos abiertos, facilitando asi el ingreso de agentes
bacterianos asociados con mastitis, en este mismo sentido animales con lactancias de menos de 180 dias
son mas propensas a presentar mastitis, asi mismo, ejemplares altos productores pueden presentar
afecciones en el ligamento, provocando que los pezones estén en contacto con el suelo, causando lesiones

que facilitan el ingreso de microorganismos (Aguilar y Alvarez, 2019).

Otra causa importante es el inadecuado manejo higiénico, al no realizar un adecuado despunte o secado de
las ubres, o bien equipos de ordefio sucios, asi como deficiencias higiénicas por parte de los trabajadores
(Ruizetal., 2016).

3.2.3 Causas infecciosas
Se han identificado més de 135 especies bacterianas asociadas con mastitis bovina, las cuales han sido
clasificadas en agentes contagiosos, ambientales y oportunistas de acuerdo con su reservorio primario y el

modo de transmision (Brisuela et al., 2018).
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3.2.3.1 Mastitis por hongos y algas

Hongos tales como Aspergillus fumigatus, Aspergillus nidulans, Candida spp., Pichia spp., y Trichosporon
Spp. se conocen como causantes de mastitis micética (Motasung et al., 2017). Se ha reportado que el
principal medio de propagacion es al administrar los tratamientos intramamarios sin procedimientos

asépticos (Williamson y di Menna, 2007).

Los miembros del orden del género Prototheca, causan mastitis aguda o crénica incurable en vacas
lecheras. Se han aislado especies como Prototheca gopfii y Prototheca wickerhamii (Mostasung et al.,
2017).

3.2.3.2 Mastitis viral
Los virus se han aislado de vacas afectadas por mastitis bovina a pesar de no ser considerados, agentes
etiol6gicos comunes. Virus como el herpesvirus bovino, virus de la fiebre aftosa y parainfluenza 3, se han

asociado con mastitis bovina clinica sin aislamiento de patdgenos bacterianos (Mostasung et al., 2017).

3.2.3.3 Mastitis bacteriana

La mastitis bacteriana es la mas comun y significativa, tanto bacterias Gram positivas como Gram
negativas pueden causar mastitis. Las bacterias Gram positivas incluyen varias especies de estafilococos y
estreptococos Y las bacterias Gram negativas mas comunes son Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae
(Contreras y Rodriguez, 2011).

Los patdgenos contagiosos viven en la ubre y se transmiten de los pezones infectados a los no infectados
durante el proceso de ordefio, ya sea por el equipo de ordefio (controladores de pulsacion y vacio que
funcionan mal) o las manos del ordefiador. Incluyen principalmente Streptococcus agalactiae,
Mycoplasma bovis, Corynobacterium bovis, Staphylococcus aureus y Staphylococcus coagulasas

negativa. (Brisuela et al., 2018).

Los patdgenos ambientales se encuentran en el hébitat de la vaca, como suelo, material vegetal, estiércol,
material de la cama o agua contaminada, E. coli es la principal causa de mastitis ambiental, en cuanto a los
estreptococos que causan mastitis, S. dysgalactiae y S. uberis son las especies comunes. Otros coliformes

ambientales incluyen Klebsiella pneumoniae, Citrobacter spp., Enterobacter spp., incluida E. faecalis y E.
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faecium, y otras bacterias Gram negativas como Serratia spp., Pseudomonas spp., y Proteus spp. (Brisuela
etal., 2018).

Se han clasificado como agentes oportunistas a los estafilococos coagulasa negativos S. epidermis, S.
simulans, S. saprophyticus y S. chromogenes, los cuales poseen propiedades adhesivas que les permiten

invadir el revestimiento interno de la glandula mamaria, (Motaung et al., 2017; Ashraf e Imra, 2019).

3.2.4 Mastitis segun las caracteristicas clinicas

La mastitis bovina también puede clasificarse de acuerdo con la signologia que los animales presenten.

3.2.4.1 Mastitis clinica

En este tipo de presentacion, la leche es visiblemente anormal (Coagulos, escamas, cambios en color), la
glandula mamaria suele estar enrojecida, hipertérmica, e inflamada, es comun que los animales presenten
dolor en la zona, asi mismo existen casos en los que se pueden manifestar signos generalizados como
aumento en la temperatura corporal, cambios en la rumia, anorexia, y depresion, en casos severos los

animales llegan a morir (Adkins y Middleton, 2018).

3.2.4.2 Mastitis subclinica

En casos subclinicos se presenta una apariencia normal tanto de la glandula mamaria como de la leche. El
aumento en el recuento de células somaticas es el principal indicador. Otros indicadores incluyen aumento
en la poblacién bacteriana en la leche, una menor produccion lactea y en algunas ocasiones cambios en la
composicion y calidad de la leche. La deteccion de mastitis subclinica es crucial para llevar a cabo

estrategias de control y manejo de mastitis (Bian et al., 2014).

3.3 Métodos de diagndstico

Existen diversas pruebas para la deteccion de mastitis, las cuales incluyen pruebas sencillas como la
observacion y palpacion de la glandula, hasta pruebas mas especificas, clasificadas en dos grupos, pruebas
quimicas y pruebas bioldgicas (Fernandez-Bolafios et al., 2012). Dentro de la primera clasificacion se
encuentran la conductividad eléctrica de la leche, papel indicador de mastitis y la prueba de Whiteside
(Ferndndez-Bolafios et al., 2012; Adkins y Middleton, 2018).
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En tanto que las bioldgicas comprenden la prueba de California para mastitis, prueba de Catalasa, prueba
de Wisconsin, prueba de CAMP y el conteo de células somaéticas, también se incluye el diagnostico
bacterioldgico, a partir del cual se busca el aislamiento e identificacion bacteriana (Gomez-Quispe et al.,
2015; Adkins y Middleton, 2018). Existen otras pruebas denominadas secundarias o confirmatorias, tales
como MALDI-TOF (espectrometria de masa de tiempo de vuelo de desorcién/ionizacion laser asistida por

matriz) y reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Adkins y Middleton, 2018).

3.4 Tratamiento de la mastitis

Diversos autores sefialan que un adecuado tratamiento debe hacerse en funcion del agente etioldgico, con
la finalidad de que sea eficaz, en este sentido la terapia con antimicrobianos es una de las practicas mas
comunes para controlar la mastitis bovina, aunado a esto es necesario determinar la sensibilidad a
antimicrobianos que presentan las bacterias y una vez establecidos dichos aspectos, establecer la duracién

del tratamiento realizando dosificaciones adecuadas (Acosta-Moreno et al., 2017; Locatelli et al., 2019).

Sinembargo, el uso inadecuado de estos ingredientes activos ha propiciado la constante aparicion de cepas
resistentes y multirresistentes a antimicrobianos, tales como penicilina, estreptomicina, eritromicina,
cloranfenicol, ciprofloxacina, novobiocina, tetraciclina, sulfametoxazol trimetoprima, vancomicina, entre
otros (Pellegrino et al., 2011; Locatelli et al., 2019; Morales-Ubaldo et al., 2022).

La resistencia a antimicrobianos actualmente es considerada como una amenaza para la salud publica, por
lo que dicho fendmeno debe ser monitoreado con la finalidad de reducir su impacto en el sector lechero, los
residuos de antimicrobianos en la leche pueden causar reacciones alérgicas al ser consumidos, en este
mismo sentido la propagacion de bacterias multirresistentes representa un riesgo zoongético para los
trabajadores y consumidores (McEwen y Collignon 2018; Ashraf e Imra, 2019; Locatelli et al., 2019 Oteo-
Iglesias, 2019; Ruiz et al., 2021).
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4. JUSTIFICACION

El uso de antimicrobianos como estrategia de tratamiento y/o control de mastitis en las unidades de
produccion lactea por muchos afios resulto eficaz, sin embargo, el uso indiscriminado de estos principios
activos propicio la aparicion de cepas bacterianas resistentes e incluso multirresistentes a dichas moléculas,
hoy en dia la resistencia a antimicrobianos es considerada como una amenaza mundial para la salud

humana, animal y medio ambiental.

Aunado a lo antes mencionado, el fendmeno de resistencia estd asociado con elevadas pérdidas
economicas, puesto que el sector lechero tiene un importante papel como fuente de ingresos y proveedor

de alimentos a nivel nacional, por lo que el monitoreo es necesario a fin de frenar sus efectos negativos.

En este sentido la obtencion de muestras de hatos lecheros pertenecientes al municipio de Tulancingo,
Estado de Hidalgo, con la finalidad de aislar y caracterizar asi como para determinar el perfil de resistencia
aantimicrobianos de cepas bacterianas asociadas a mastitis bovina, permitira brindar diagnosticos certeros
y en consecuencia tratamientos especificos y eficaces, lo cual impactara directamente en la disminucion de
la resistenciaa antimicrobianos por parte de las diversas poblaciones bacterianas, permitiendo de esta forma
la produccién inocua cumpliendo con los estandares de calidad y servicio que los nichos de mercado

actuales demandan.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
Alislar y caracterizar cepas bacterianas obtenidas de muestras de leche de dos unidades de produccion lactea

de Tulancingo de Bravo, Hidalgo, para verificar la sensibilidad a antimicrobianos.

5.2 Obijetivos especificos

1. Aislar cepas bacterianas a partir de muestras de leche de dos unidades de produccion lactea de

Tulancingo de Bravo, Hidalgo.

2. Caracterizar por medio de algunas pruebas bioquimicas a las cepas aisladas a partir de muestras de leche
de dos unidades de produccion lactea de Tulancingo de Bravo, Hidalgo.

3. Determinar el perfil de resistencia a antimicrobianos de las cepas aisladas a partir de muestras de leche

de dos unidades de produccion lactea de Tulancingo de Bravo, Hidalgo.
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6. HIPOTESIS

Las muestras de leche colectadas en dos unidades de produccion de Tulancingo de Bravo, Hidalgo estaran

presentes bacterias resistentes o multirresistentes a antimicrobianos.

22



7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Sitio de estudio

Se realiz6 un estudio en dos hatos lecheros a baja escala ubicados en el Municipio de Tulancingo, Hidalgo,
localizado a 20°04" latitud Norte y 98° 22" latitud Oeste, a 2200 metros sobre el nivel del mar. Con un
clima templado-frio, registra una temperatura media anual 14° C y una precipitacion pluvial que oscila
entre 500 y 553 mm por afio.

7.2 Poblacién animal y manejo del hato

El primer hato (H1), cuenta con una poblacion total de 11 vacas en produccion de raza Holstein de 3 partos
en promedio Y lactancias de tres a ocho meses con sistema de ordefio mecénico, la produccion de leche
promedio al dia es de 25 litros por vaca. Las vacas se encuentran en un sistema estabulado, alimentadas

con alfalfa achicalada, ensilado de maiz y alimento concentrado.

En el manejo del ordefio se realiza un lavado de la ubre antes del ordefio y sellado post ordefio, el equipo
de ordefio es sanitizado con una solucién de hipoclorito de sodio, a razén de dos mL de por cada litro de

agua.

El segundo hato lechero (H2) fue clasificado como un sistema de traspatio, cuenta con una poblacion de
siete vacas en produccion de raza Holstein con un promedio de 2 partos y lactancias de cinco a nueve meses
con sistema de ordefio mecanico, el promedio de produccion de leche por vaca al dia es de 18 litros, las

vacas se encuentran en un sistema estabulado alimentadas con zacate molido y alfalfa fresca.

En el manejo de ordefio se realiza un lavado de la ubre y sellado post ordefio, no se enjuagan las mamilas
entre vaca Yy vaca a ordefiar, es poco el mantenimiento que se da al sistema de ordefio. El estudio se llevo a
cabo sin realizar cambios en la rutina de ordefio y en las condiciones de manejo sanitario o productivo de

los hatos.

7.3 Obtencion de las muestras
Se realizo la prueba de California para la deteccion de mastitis, a todas las vacas en linea de produccion
previo a la colecta de las muestras para el analisis bacterioldgico. Las muestras de leche se colectaron en

tubos Falcon estériles de 50 mL (Corning®), con previa asepsia de la ubre y del pezon, asi como
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eliminacion de los primeros chorros de leche, una vez obtenidas, las muestras se mantuvieron a 4° C
(Mancera-Cuadros et al., 2021).

7.4 Aislamiento y caracterizacion bacteriana

Se realiz6 el aislamiento bacteriano, de acuerdo con lo descrito por Mancera-Cuadros et al., (2021), las
muestras de leche se homogenizaron para posteriormente realizar diluciones seriadas (10°— 107), se
tomaron 100uL de las diluciones 10°, 10 y 10*y se inocularon en agar Salmonella-Shigella, agar Infusion
Cerebro Corazén (BHI por sus siglas en inglés) (BD Bioxon, Heidelberg, Germany), agar MacConkey
(BD Bioxon, Heidelberg, Germany) y agar Soya-Tripticaseina (TSA por sus siglas en inglés) (BD Bioxon,
Heidelberg, Germany), por medio de la técnica de siembra por extension superficial con perlas de vidrio,
las placas se incubaron a 37° C durante 24 horas, para posteriormente determinar las unidades formadoras
de colinias (UFCs).

Las colonias seleccionadas fueron caracterizadas mediante tincion de Gram y pruebas de catalasa,

Hidrdxido de Potasio (KOH 3%), coagulasa rapida y lenta.

7.5 Prueba de sensibilidad a antimicrobianos

La prueba de sensibilidad a antimicrobianos se realiz6 sobre todas las cepas a evaluar, para su
determinacion se empled el método de difusion en disco en agar Miller—Hinton (BD Bioxon, Heidelberg,
Germany), de acuerdo con la metodologia descrita por Morales-Ubaldo y colaboradores (Morales-Ubaldo
etal., 2022).

Se agregaron 100 pL de una solucion bacteriana previamente ajustada al 0.5 del patron de turbidez
McFarland (Remel, R20421, Lenexa, KS, USA) de cada una de las cepas bacterianas, procurando

distribuir de manera uniforme la muestra.

Una vez inoculadas, cada una de las placas Petri se dejo secar por aproximadamente 15 minutos en
completa esterilidad, una vez transcurrido el tiempo, se colocaron los multidiscos (PT-35, Ciudad de,
Meéxico, México), para posteriormente incubar a 37 °C por 24 horas. Después de la incubacion, fueron
medidos los halos de inhibicion y comparados con las medidas establecidas por el CLSI (CLSI, 2012) para

categorizar a las cepas en resistente, sensible o intermedio.
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Los compuestos antimicrobianos activos utilizados fueron: ampicilina (10 pg), cefalotina (30 pg),
cefotaxima (30 pg), ciprofloxacina (5 pg), clindamicina (30 pg), dicloxacilina (1 pg), eritromicina (15 pg),
gentamicina (10 pg), penicilina (10 U), sulfametoxazol/trimetoprima (25 pg), tetraciclina (30 pg) y

vancomicina (30 pg).

7.6 Analisis de los datos
Los resultados fueron analizados por estadistica descriptiva y representados en cuados Y figuras.
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8. RESULTADOS

8.1 Prueba de california para la deteccion de mastitis

De acuerdo con los datos obtenidos en el hato nimero 1, diez de las vacas bajo estudio dieron resultados
negativos a la prueba (<100,000 CCS/mL), existiendo solo un ejemplar con resultados positivos al
determinarse trazas de entre 200, 000 a 400, 000 CCS/mL. En el segundo sitio de estudio todas las vacas

se consideraron como negativas a la prueba de california.

Imagen 1. Prueba de California para la deteccion de mastitis

26



8.2 Aislamiento y caracterizacion bacteriana

8.2.1 Determinacion de la carga bacteriana

Los resultados en la tabla 1, muestran que las cargas bacterianas més elevadas corresponden a
las muestras identificadas como 28 TSA, 10 TSA, 23 y 11 BHI, esto al determinarse 2470,
1200,1030 y 1000 UFC’s respectivamente.

Se puede observar que ninguna de las muestras present6 crecimiento en el agar especifico Salmonella-
Shigella 0 MacConkey, con excepcion de las muestras 11 y 28 (30 UFCs), lo cual sugiere que los casos de

mastitis en la unidad de produccidn no estan asociados con patégenos medioambientales (enterobacterias).

Tabla 1. Determinacion de la carga bacteriana de las muestras obtenidas del hato 1 (UFC’s por mL) en cuatro medios
de cultivo diferentes.

ID muestra - Medio de

) UFCS por mL
cultivo
00 BHI 260
00 MCK 0
00 SS 0
00 TSA 10
03 BHI 670
03 MCK 0
03 SS 0
03 TSA 0
05 BHI 20
05 MCK 0
05 SS 0
05 TSA 0
10 BHI 160
10 MCK 0
10 SS 0
10 TSA 1200
11 BHI 1000
11 MCK 30
11 SS 0
11 TSA 0
15 BHI 530
15 MCK 0
15SS 0
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15 TSA 600

23 BHI 1030
23 MCK 0
23 SS 0
23 TSA 600
24 BHI 250
24 MCK 0
24 SS 0
24 TSA 0
25 BHI 10
25 MCK 0
25SS 0
25 TSA 160
28 BHI 270
28 MCK 30
28 SS 0
28 TSA 2470
29 BHI 890
29 MCK 0
29 SS 0
29 TSA 310

BHI, Agar Infusién Cerebro-Corazdn; MCK, agar MacConkey; SS, agar Salmonella-Shigella; TSA, agar Soya-
Tripricaseina.

Los resultados obtenidos del muestreo realizado en el hato 2, indican que la muestra con una carga
bacteriana mas alta fue aquella identificada como 03, esto al determinarse un total de 1320 unidades
formadoras de colonias, seguida de las muestras 06 (320 UFC’s), 02 y 04 (170 y 140 UFC’s,

respectivamente), la carga bacteriana méas baja fue determinada para la muestra 05 en la cual Unicamente
se cuantificaron 50 UFCs/mL (Tabla 2).

Cabe mencionar que la muestra 01 estuvo libre de bacterias, asi mismo ninguna de las muestras presentd

crecimiento en los medios de cultivo especificos para bacterias Gram negativas (Tabla 2).
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Tabla 2. Determinacién de la carga bacteriana de las muestras obtenidas del hato 2 (UFC’s), en cuatro
medios de cultivo diferentes.

ID muestra - Medio de
cultivo

01 BHI
01 MCK
01SS
01 TSA
02 BHI
02 MCK
02 SS
02 TSA
03 BHI
03 MCK
03 SS
03 TSA
04 BHI
04 MCK
04 SS
04 TSA
05 BHI
05 MCK
05 SS
05 TSA
06 BHI
06 MCK
06 SS
06 TSA
07 BHI
07 MCK
07 SS

07 TSA 40

BHI, Agar Infusion Cerebro-Corazén; MCK, agar MacConkey; SS, agar Salmonella-Shigella; TSA, agar Soya-
Tripricaseina.

UFCS por mL
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8.2.2 Aislamiento y caracterizacion bacteriana

A partir de las muestras colectadas (H1) se aislaron 37 cepas bacterianas, 30 de ellas fueron Gram positivas
y el resto Gram negativas, se pudieron identificar morfologias bacilares y cocos, a la prueba de catalasa 35
resultaron positivas y dos negativas, la prueba de KOH, confirmd los resultados obtenidos a la tincion de
Gram (Tabla 3).
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Tabla 3. Cepas bacterianas aisladas de muestras de leche pertenecientes al hato 1

Numero de cepa  Tincion Gram Morfologia Catalasa KOH

H1-01 + Cocos +

H1-02 + Cocos + -
H1-03 + Cocos + -
H1-04 - Cocos + +
H1-05 + Bacilos + -
H1-06 - Cocos + +
H1-07 + Cocos + -
H1-08 + Bacilos + -
H1-09 + Cocos - -
H1-10 + Cocos + -
Hi1-11 - Bacilos + +
H1-12 + Cocos + -
H1-13 - Bacilos + +
H1-14 + Cocos + -
H1-15 + Bacilos + -
H1-16 + Cocos + -
H1-17 + Cocos + -
H1-18 + Cocos + -
H1-19 - Bacilos + +
H1-20 + Cocos - -
H1-21 - Cocos + +
H1-22 + Cocos + -
H1-23 + Cocos + -
H1-24 + Cocos + -
H1-25 + Cocos + -
H1-26 + Bacilos + -
H1-27 + Coco + -
H1-28 + Cocos + -
H1-29 + Bacilos + -
H1-30 + Cocos + -
H1-31 + Bacilos + -
H1-32 + Cocos + -
H1-33 + Cocos + -
H1-34 + Bacilos + -
H1-35 + Cocos + -
H1-36 + Bacilos + -
H1-37 - Bacilos + +

resultado positivo; -, resultado negativo.
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Respecto a las muestras colectadas en el hato 2, se aislaron cinco cepas bacterianas, que fueron clasificadas
como Gram positivas, cuatro de ellas con morfologia de cocos, y una de morfologia bacilar y catalasa

negativa (H2-01); todas las cepas indicaron resultados negativos a la prueba de KOH (Tabla 4).

Tabla 4. Cepas bacterianas aisladas de muestras de leche pertenecientes al hato 2

NUmero de cepa Tincion Gram Morfologia Catalasa KOH
H2-01 + Bacilos - -
H2-02 + Cocos + -
H2-03 + Cocos + -
H2-04 + Cocos + -
H2-05 + Cocos + -

+, resultado positivo; -, resultado negativo.

El1100% de las cepas sometidas a las pruebas de coagulasa, fueron clasificadas como coagulasa-negativas,

estos resultados sugieren que no se determind presencia de S. aureus.

8.3 Prueba de sensibilidad a antimicrobianos

Los resultados obtenidos indican que el 84% de las cepas aisladas (H1) fueron resistentes a al menos cinco
antimicrobianos pertenecientes a diferentes familias, las cepas presentaron resistencia en mayor medida a
antimicrobianos pertenecientes a la familia de los B-lactamicos, tales como ampicilina (16 cepas),
cefalotina (17 cepas), cefotaxima (11 cepas) dicloxacilina (17 cepas), penicilina (14 cepas), con respecto a
clindamicina 11 cepas presentaron resistencia a dicho ingrediente activo, en tanto que la mayoria de

bacterias fue sensible a eritromicina, esto al identificarse inicamente cinco cepas resistentes (Tabla 5).

Por otro lado, de las 19 cepas evaluadas, 18 fueron sensibles a ciprofloxacina, gentamicina y a
Sulfametoxazol/trimetoprima, asi mismo 15 de las cepas presentaron sensibilidad a tetraciclina y
vancomicina (Tabla 5). Cabe mencionar que Unicamente la cepa identificada como H1-02, fue susceptible
atodos los antimicrobianos evaluados en el presente estudio, lo cual evidencia la exponencial aparicion de

cepas multirresistentes a antimicrobianos (Tabla 5).
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Am, ampicilina; CF, cefalotina; CFX, cefotaxima; CPF; ciprofloxacina; CLM, clindamicina; DC, dicloxacilina; E, eritromicina; GE, gentamicina; P,

Tabla 5. Resultados de los halos de inhibicion (mm) y la sensibilidad a antimicrobianos de las bacterias evaluadas del hato 1

IDcepa  Am CF CFX CPF CLM DC E GE P SXT TE VA
H1-02 18 (S) 35 (S) 32 (S) 32 (S) 25 (S) 35 (S) 28 (S) 18 (S) 30 (S) 18 (S) 28 (S) 19(S)
H1-03 7 (R) 13 (R) 7(R) 29 (S) 22 (S) 7 (R) 22 (1) 15 (S) 8 (R) 16 (S) 25 (S) 17 (S)
H1-05 7 (R) 7 (R) 7(R) 33(S) 7 (R) 7 (R) 8 (R) 21(S)  16(R)  16(S) 20 (S) 17 (S)
H1-06 7 (R) 7 (R) 21 (1) 30 (S) 8 (R) 7 (R) 7 (R) 15 (S) 7 (R) 16 (S) 21 (S) 7 (R)
H1-07 7 (R) 11 (R) 8 (R) 21 (S) 23 (S) 7 (R) 22 (1) 16 (S) 7 (R) 16 () 22 (S) 17 (S)
H1-08 17(S)  22(R) 20 (1) 20 (1) 26 (R) 7 (R) 7 (R) 10(R)  30(S) 16 (S) 19 (S) 17 (S)
H1-12 7 (R) 14(R) 12(R)  21(S) 34 (S) 7 (R) 24 (S) 22(S) 18(R)  16(S) 7 (R) 15 (1)
H1-13 7 (R) 7 (R) 7(R) 28 (S) 16 (S) 7 (R) 22 (1) 15(8)  15(R)  16(S) 30 (S) 17 (S)
H1-14 7 (R) 18 (R) 7(R) 20 (1) 28 (R) 7 (R) 25 (S) 15()  13(R)  16(S) 9 (R) 17 (S)
H1-16  10(R) 19(R) 1.4(R)  27(S)  28(R) 7 (R) 25 (S) 15 (S) 30 (S) 16 () 25 (S) 15 (1)
H1-18 7 (R) 17 (R) 7(R) 22 (S) 31(1) 7 (R) 25 (S) 15 (S) 30 (S) 16 (S) 19 (S) 17 (S)
H1-23 14 (1) 20(R) 13(R)  27(S) 22(R) 7 (R) 10(R)  31(S) 27(R)  30(S) 25 (S) 20 (S)
H1-24 7 (R) 14 (R) 16 (1) 26(S) 26(R) 17 (R) 20 (1) 13 (1) 14(R) 16(S) 10(R)  17(S)
H1-26 7 (R) 13 (R) 15 (1) 7 (R) 7 (R) 7 (R) 29 (S) 15() 17(R)  16(S) 25 (S) 18 ()
H1-27 7 (R) 9 (R) 7(R) 26(S)  22(R) 7 (R) 20 (1) 15 (S) 7 (R) 15 (1) 20(S) 14 (R)
H1-32 7 (R) 15(R) 14(R)  30(S)  28(R) 7 (R) 23 (S) 18 (S) 7 (R) 20 (S) 27 (S) 17 (S)
H1-33 7 (R) 10 (R) 7(R) 20 (1) 35 (S) 7 (R) 22 (1) 20(S) 14(R)  16(S) 8 (R) 17 (S)
H1-34  13(R)  37(S) 17 (1) 22 (S) 35 (S) 31 (S) 24 (S) 16 (S) 30 (S) 16 (S) 20 (S) 17 (S)
H1-35 7 (R) 7 (R) 21 () 25 (S) 7 (R) 7 (R) 7 (R) 16 (S) 7 (R) 20 (S) 18 (1) 7 (R)

penicilina; SXT, sulfametoxazol/trimetoprima; TE, tetraciclina; VA, vancomicina; R, resistente; |, intermedio; S, sensible; Medidas comparadas con las

establecidas por el CLSI.
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Respecto a la segunda unidad de produccion (H2) se determind que todas las cepas con excepcion de H2-

04, fueron resistentes a ampicilina, cefalotina, cefotaxima, clindamicina y penicilina.

Con respecto a otros antimicrobianos, las cepas presentaron diferentes grados de sensibilidad, tal es el caso
de ciprofloxacina, tres cepas fueron resistentes, una de ellas presento resistencia intermedia (H2-02) y la
cepa H2-01 fue sensible a dicho antimicrobiano, asi mismo en la tabla 6 puede observarse que todas las
cepas fueron sensibles a gentamicina, sulfametoxazol trimetoprima, tetraciclina y vancomicina, asi mismo

solo una cepa presento resistencia intermedia a eritromicina (H2-04).
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Tabla 6. Resultados de los halos de inhibicion (mm) y la sensibilidad a antimicrobianos de las bacterias evaluadas del hato 2

IDcepa  Am CF CFX CPF CLM DC E GE P SXT TE VA
H2-01 7(R) 7(R) 12(R) 25(5) 25(R) 7 (R) 25 (S) 21(S) 26(R) 16 (9) 26 (S) 18 (S)
H2-02 7 (R) 13(R)  14(R) 19 (1) 28 (R) 7 (R) 27 (S) 24(S)  12(R)  19(S) 29 (S) 19 (S)
H2-03 7 (R) 11 (R) 9 (R) 12(R)  22(R) 7 (R) 27 (S) 21(S)  11(R)  23(S) 27 (S) 20 (S)
H2-04  29(S) 37 (S) 26(S) 15(R)  34(S) 9(R) 16 (1) 15 (S) 29 (S) 16 (S) 19 (S) 17 (S)
H2-05 7 (R) 12(R)  10(R) 7 (R) 31 (R) 7 (R) 32 (S) 24(S)  14(R)  20(S) 33 (S) 18 (S)

Am, ampicilina; CF, cefalotina; CFX, cefotaxima; CPF; ciprofloxacina; CLM, clindamicina; DC, dicloxacilina; E, eritromicina; GE, gentamicina; P,

penicilina; SXT, sulfametoxazol/trimetoprima; TE, tetraciclina; VA, vancomicina; R, resistente; |, intermedio; S, sensible; Medidas comparadas con las

establecidas por el CLSI.
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9. DISCUSION
Los resultados del analisis microbiologico pueden guiar tanto a productores como a Médicos
Veterinarios en laimplementacion de medidas especificas de control, identificacion de agentes causales,
descarte de animales que cursan con infecciones crénicas, asi como para la evaluacion de la eficacia de

tratamientos basados en la determinacion de la sensibilidad a antimicrobianos (Ruiz et al., 2011).

De acuerdo con los resultados obtenidos, la mayoria de las cepas aisladas son cocos Gram positivos, de
manera similar Calderon y Rodriguez (2008), determinaron en su estudio que el 46% de sus
aislamientos clinicos correspondieron a cocos Gram positivos de origen contagioso, asi mismo dichos
autores también determinaron que un minimo porcentaje (1.2 %) de bacterias aisladas correspondia a
bacilos Gram negativos. Los resultados en ambos estudios confirman que la mastitis por

microorganismos contagiosos contintia siendo una problemética en unidades de produccion lactea.

Con respecto a la prueba de sensibilidad a antimicrobianos, la mayoria de las cepas bajo estudio fueron
clasificadas como multirresistentes, Rangel-Lopez et al. (2020) explica que las cepas se consideran

dentro esta categoria al presentar resistencia a mas de un grupo de antimicrobianos.

Las pruebas de sensibilidad a antimicrobianos indicaron que el 75% de las cepas bajo estudio fueron
resistentes a penicilina, en el estudio realizado por Villanueva y Morales (2017) se determind un
porcentaje de resistencia a similar al del presente estudio (65%), sin embargo, opuesto a lo determinado
por dichos autores en nuestro estudio se determind que méas del 95% de las cepas fue sensible a
gentamicina, porcentaje superior al determinado en su estudio (56%), asi mismo la sensibilidad a
cefalotina en nuestro estudio fue inferior (12.5 %) en comparacién con la del estudio antes mencionado
(52%).

De manera similar Sanchez-Bonilla et al. (2018), determinaron que el 56% de sus cepas presentaron
resistencia a penicilina, y el 52% de ellas a eritromicina, resultados comparables con los nuestros, puesto
que el 75% de nuestras cepas fue resistente a este -lactdmico, sin embargo, los resultados difieren en
cuanto al perfil de resistencia frente a eritromicina ya que Unicamente el 20% de las cepas presento

resistencia a dicho ingrediente activo.

Aunado a lo anterior se reportd que el 96% de las cepas evaluadas fueron altamente sensibles a
sulfametoxazol/trimetoprima y el 90% a tetraciclina, porcentajes similares a los determinados en

nuestro estudio, puesto que el 95% de las cepas fue sensible a sulfametoxazol/trimetoprima y el 83% a
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tetraciclina. Los autores reportaron que Unicamente el 14% de las cepas fu considerado como

multirresistente, porcentaje inferior al reportado en esta investigacion (83%).

En el trabajo realizado por Franco-Meza (2020), al igual que en nuestro estudio fueron aislados
Staphylococcus coagulasa negativos, de los cuales el 44%, 36% y 15% fueron resistentes a penicilina,
tetraciclina y cefpodoxima, antimicrobianos a los cuales también las cepas aisladas en el presente

estudio fueron resistentes.

Con respecto a la sensibilidad, en las tablas 5 y 6 podemos observar que dentro de los antimicrobianos
con mayor efectividad se encuentran ciprofloxacina y gentamicina, de manera similar Ombarak et al.
(2019) determinaron que las cepas aisladas en su estudio fueron sensibles a gentamicina y
ciprofloxacino, por su parte, Ismail y Abutarbush (2020), determinaron que cepas aisladas a partir de
vacas con mastitis fueron sensibles a quinolonas, incluida ciprofloxacina, cabe destacar que de acuerdo

a la prueba de California inicamente una vaca fue diagnosticada con mastitis subclinica.

Awandkar et al. (2022) determinaron en su estudio que antimicrobianos pertenecientes a las quinolonas
y aminoglucosidos fueron los mas efectivos frente a patdgenos asociados con mastitis bovina,

resultados que coinciden con los nuestros.

Los resultados muestran que a pesar de que las cargas bacterianas no son tan elevadas, existen patogenos
multirresistentes a antimicrobianos que comUnmente son utilizados para el control y tratamiento de la
mastitis bovina, lo cual evidencia la necesidad de poner en practica acciones para reducir el impacto de

este fendbmeno y limitar su propagacion.
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10.CONCLUSION

Se aislaron 24 cepas bacterianas en total, correspondientes morfologicamente a los geéneros
Staphylococcus spp. y Escherichia coli. Los resultados de las pruebas de sensibilidad a antimicrobianos
mostraron que el 83 % de las cepas fueron resistentes al menos a cinco antimicrobianos. Ampicilina,
cefalotina, cefotaxima, dicloxacilina y penicilina fueron los antimicrobianos a los cuales se presento la
mayor resistencia, en tanto que la mayor sensibilidad se presenté a gentamicina,

sulfametoxazol/trimetoprima, tetraciclina y vancomicina.
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