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Resumen.

Con el fin de establecer la presencia de cepas multirresistentes asociadas a casos
de mastitis bovina, en el presente proyecto se realizé un muestreo de 73 glandulas
mamarias bovinas con mastitis clinica (MC) alojadas en el establo nimero 198 del
Complejo agropecuario industrial de Tizayuca S.A. de C.V. De cada muestra se
realizd el andlisis bacteriolégico y las cepas recuperadas fueron evaluadas para
establecer su sensibilidad a antibidticos a través de ensayos en agar con
multidiscos (serie GRAM + serie 2 INVESTIGACION DIAGNOSTICA). Los
resultados obtenidos mostraron la presencia de distintas cepas hemoliticas y no
hemoliticas de Staphylococcus aureus con resistencia variable a antibioticos.

Introduccion

La mastitis se define como la inflamacién de la glandula mamaria y se presenta la
mayor parte de las veces como una enfermedad infecciosa de las vacas lecheras
(Rodriguez Pulido, 2022). Como se ha comentado la enfermedad representa
grandes pérdidas productivas y econdmicas en ganado lechero especializado
(DANE, 2014; Vissio et al., 2015; Gémez, 2015; Addis et al., 2016; Ruiz et al.,
2016). Las vacas con mastitis pueden tener signos clinicos (Mastitis clinica: MC) o
no mostrar ninguno (Mastitis subclinica: MS). Esta ultima, es considerada la forma
mas comun de esta afeccidén y la que genera mas pérdidas, debido a que no se
presentan signos que evidencien la enfermedad, convirtiéndola en un foco de
diseminacién para todo el hato (Gémez, 2015; Addis et al., 2016). La introduccién
de microorganismos patdégenos a la glandula mamaria causa dafios al conducto y
parénquima glandular lo que genera una menor sintesis de leche; estos dafios se
presentan tanto en la MC como en la MS. Por otro lado, las bacterias, el principal
agente etioldgico que afecta a la glandula, han desarrollado resistencia a los
antibidticos complicando aun mas el problema (Khazandi et al., 2018). Para
detectar la presencia de MS es comun la Prueba de tazon de fondo obscuro y
California (Avilés Ruiz et al., 2024).



Justificacion

Las pérdidas econémicas que la mastitis bovina ocasiona a la industria lactea son
considerables a nivel mundial. Estas incluyen la reduccion de la produccién de
leche, eliminacién de leche, costos de tratamiento y médicos veterinarios, sacrificio
de ganado después de un tratamiento fallido, aumento de costos laborales
relacionados con el cuidado especial del ganado enfermo entre otros (Bedolla y
Ponce, 2008; Morales, 2021). La leche contaminada con antimicrobianos no
puede ser comercializada para consumo humano, por lo que esta se destina para
alimento de terneros que pueden 0 no unirse posteriormente a la produccién
lechera, alimentarlos con esta leche de desecho origina resistencia a
antimicrobianos ademas de ser una fuente potencial de residuos antimicrobianos
que pueden afectar la microbiota ruminal en desarrollo y posteriormente
contaminar el medio ambiente después de su eliminacion (EFSA BIOHAZ Panel,
2021).

Marco tedrico
El uso indiscriminado de los antibiéticos sin previa prueba de sensibilidad in vitro

es la principal causa del fracaso en el tratamiento de la mastitis (Quispe et al.,
2021). Actualmente existen en el mercado diferentes antibidticos para su
tratamiento, no obstante, la utilizacion excesiva de los mismos esta permitiendo la
aparicion de patégenos multirresistentes (Anangond, 2020), que puede incluso
causar la muerte del animal (Valenzuela, 2010; Quispe et al., 2021).

La resistencia antimicrobiana se origina por el uso inapropiado de los

antimicrobianos causada por:

e Aplicacion incorrecta de tratamientos antibiéticos por parte de los
profesionales a cargo y en los casos de productores, la aplicacion empirica.
e La aplicacion sin conocer el agente causal de la infeccion y menos aun
identificando la sensibilidad microbiana del patégeno a los antibiéticos que

mas se emplean en el sector lechero.



e Falta de seguimiento de las infecciones, para evitar casos crénicos
(Anangono, 2020).

La leche de una glandula afectado cambia su composicion fisicoquimica
presentando un menor porcentaje de solidos totales, proteinas, grasa y calcio,
ademas el productor que realiza tratamientos con antibioticos obtendra como
resultado residuos de antibiéticos en la leche (Moreira Mendoza Y Sol6rzano
Guerrero, 2023), lo que se convierte en un problema de salud publica (Leal, 2014).
En la actualidad existe una preocupacion mundial por la multirresistencia a los
antibioticos, todo gracias a la propiedad de conjugacion entre bacterias donde la
resistencia a antibidticos de una puede ser transferida a otra por medio de
plasmidos, transposones o integrones, sin el requisito de ser parte de su congenie,
esto conocido como transferencia horizontal (Estrada-Calles et al., 2022). Es una
de las razones para que algunos paises inicien la implementacién de programas
de monitoreo de resistencia bacteriana y fomenten el uso racional de los

antibioticos en animales en producciéon (Bhosale et al., 2014; Quispe et al., 2021).

Los antibidticos betalactamicos se distinguen gracias a su anillo betalactamico, el
cual define su mecanismo de accion inhibiendo la sintesis de la pared celular de
las bacterias. Constituyen la familia mas numerosa de antimicrobianos, asi como
los mas utilizados y prescritos a nivel clinico, estos se han modificado a lo largo de
los afios en su estructura quimica con el fin de mejorar su efecto terapéutico, pero
en los ultimos afios el ritmo de aparicién de las bacterias resistentes ha superado

al desarrollo y mejora de farmacos (Estrada-Calles et al., 2022).

Staphylococcus, multiresistencia y nuevas B-lactamasas

Entre los principales agentes etiol6gicos causantes de mastitis infecciosa en vacas
lecheras se encuentra Staphylococcus aureus con una prevalencia del 43 — 74%
(Dego, 2021).

Las tasas de resistencia en infecciones por S. aureus y cepas multiresistentes a
distintos farmacos van en aumento, dificultando el tratamiento (Guo et al., 2020).
Los principales mecanismos de resistencia endégena son tres que se nombran a
continuacion:



Permeabilidad de la membrana exterior (PME).

Reduccion de la permeabilidad de la membrana celular. En estas situaciones el
metabolismo energético de la bacteria disminuye, lo que reduce la absorcién del
farmaco, produciendo resistencia a los antibiéticos (Anuj et al., 2019; Guo et al.,
2020).

Sistemas de descarga (Efflux system).

Consisten en sistemas de transporte activo que permiten el movimiento de
moléculas en contra del gradiente de concentracion. Estos sistemas se inducen
por la presencia de sustratos en el ambiente por tiempo prolongado, lo que activa
la expresion de genes que codifican sistemas selectivos de transporte,
aumentando con ello su capacidad de expulsar farmacos (Guo et al., 2020).

Produccion de enzimas modificadoras de antimicrobianos (B-
lactamasas)

Las B-lactamasas son enzimas que catalizan la hidrolisis de varios antibiéticos [3-
lactamicos (incluyendo antibiéticos como carbapenem de amplio espectro) se
encuentra codificado en los cromosomas bacterianos o en pladsmidos lo que
permite su transferencia (Lee y Park, 2016). La secrecion de B-lactamasas reduce
el efecto de antimicrobianos mediante dos mecanismos; el primero mediante el
mecanismo de hidrolisis en el cual la B-lactamasa hidroliza e inactiva el antibiético;
el segundo involucra una reduccion considerable del antibiético y en consecuencia
una competencia entre las enzimas (-lactamasas y las proteinas blanco de estos
antibioticos extracelulares, previniendo que estos alcancen el espacio pericelular
(Guo et al., 2020).

Resistencia por mutaciones.

Staphylococcus aureus puede volvese resistente debido a mutaciones que alteren
las proteinas blanco, por ejemplo las ADN girasas, las proteinas ligadoras de
penicilina, etc. Otras mutaciones, que ocurren en las regiones promotoras,
reducen la expresion de proteinas en el espacio intermembrana, por lo tanto
reducen o bloquean la actividad de los antimicrobianos (Yang et al., 2019).

Adquisicion de genes de resistencia.
Otro tipo resistencia mediada por plasmidos se da a través de la transduccion y
expresion de genes de resistencia a los antimicrobianos. En estos casos los genes
adquiridos confieren a los microorganismos otras capacidades metabdlicas
contribuyendo a la resistencia bacteriana, especialmente en casos de resistencia a
las sulfas (Foster, 2017; Guo et al., 2020).



Resistencia mediada por biofilm.

Es una estructura multicelular compleja compuesta por una poblacién de
microorganismos unidos a la superficie del sustrato y una matriz formada por un
polimero extracelular altamente hidratada. Este polimero es producido por las
bacterias y tiene como funcion basicamente la proteccion a las condiciones
ambientales adversas como la presencia de antibioticos (Guo et al., 2020).

Células persistentes en la resistencia a antibidticos

Las células persistentes son un pequefio subconjunto de células que son
genéticamente homoélogas pero fenotipicamente heterogéneas en una poblacion
microbiana, crecen lentamente 0 permanecen inactivas y sobreviven a altas
concentraciones de antibidticos (Fisher et al., 2017; Guo et al., 2020). A diferencia
de la resistenicia a los antibidticos, la persistencia bacteriana es un estado
fisiologico de las bacterias que resisten temporalmente el estrés antibiético y no
produce un cambio en el genotipo (Kester and Fortune, 2014; Guo et al., 2020).

Objetivos

Objetivo general
e Realizar un andlisis microbiolégico en muestras de leche para detectar

bacterias causantes de mastitis en bovinos lecheros y realizar pruebas de

resistencia a antibioticos.

Objetivos especificos
e Obtener muestras de leche de bovinos afectados con mastitis y realizar

cultivos microbiolégicos para la deteccidon de bacterias causantes de
mastitis en bovinos.
e Realizar pruebas de resistencia a antibiéticos en las bacterias aisladas de

casos clinicos de mastitis.

Metodologia
El estudio se llevo a cabo en el establo lechero nimero 198 del Complejo

agropecuario industrial de Tizayuca S. A. de C. V. Se analizaron 73 muestras de

leche de glandulas mamarias afectadas con mastitis clinica.



Deteccion de mastitis
Para detectar los cuartos infectados se realizara la prueba de California, la cual es

la prueba estandar cualitativa para deteccion de mastitis (CMT). Para realizar la
prueba primero se debe limpiar el orificio del pezdén para eliminar la carga
bacteriana. Posteriormente, se debe mezclar aproximadamente 2.5 ml de leche de
cada una de las glandulas con 2.5 ml del reactivo de California (aril alquil sulfonato
de sodio y purpura de bromocresol), en proporcion 1:1. La prueba positiva se da
por la formacion de un gel, visible a simple vista, la prueba arroja 5 lecturas:
negativa donde no hay cambio alguno, trazas donde se forma un leve y transitorio
precipitado en la base de la paleta, grado 1 donde hay un mayor precipitado sin
formacion de gel, grado 2 se forma un denso precipitado en el centro de la base
de la paleta y grado 3 donde se forma un gel muy denso adherible a la paleta
(Pérez-Morales et al., 2022).

Toma de muestras
Las muestras de leche deben tomarse después de limpiar y secar el pezon,

evitando el uso de antisépticos. Debe desecharse el primer chorro de leche y
llenar un tubo con el chorro o chorros siguientes, la leche para pruebas
serologicas no se debe congelar, calentar o agitar de forma enérgica (WOAH,
2007).

Andlisis bacteriol6gico
El analisis bacteriolégico de las muestras de leche se realizara de la manera

siguiente. Las muestras se homogenizaran para liberar las bacterias que pudieran
encontrarse atrapadas en los glébulos de grasa. Para el aislamiento se inocularan
30 ul de la muestra en placas de agar sangre y agar MacConkey. Todas las placas
se incubardn a 37°C durante 24 horas en condiciones de aerobiosis. Los cultivos
seran examinados para determinar la morfologia macroscépica de las colonias
desarrolladas y su numero relativo de acuerdo con el numero de cuadrantes del
agar en donde se observo crecimiento bacteriano. A partir de las colonias
representativas se realizara un frotis fijo teflido con Gram para guiar la

identificacion bioquimica de acuerdo con procedimientos estandares. Todas las



cepas recuperadas seradn analizadas para establecer su resistencia a

antimicrobianos.

Antibiograma
Para estudiar la sensibilidad de las cepas recuperadas se usara la técnica de

difusién en discos de papel impregnados con el antibidtico. Para cada antibiético
se medirdn los diametros de los halos de inhibicion. El procedimiento que se
seguira sera el siguiente: Primero se suspendera cada cepa bacteriana en agua
destilada hasta obtener una turbiedad del 0.5 del nefelometro de Mac- Farland.
Posteriormente en placas de Muller-Hinton, se colocara cada uno de los indculos
de cada cepa de S. aureus, empleando un hisopo de algodon estéril. Después se
colocard un multidisco sobre cada placa, presionando ligeramente contra el agar.
Las placas se incubaran a 37°C durante 24 horas. Finalmente se medira el

diametro de los halos de inhibicion por cada antibiético.

Andlisis estadistico
Los resultados obtenidos seran analizados por medio de métodos de estadistica

descriptiva para establecer patrones y frecuencia de la resistencia a los

antimicrobianos evaluados

Resultados
Se realizaron pruebas en 33 vacas de la raza Holstein, donde se analizaron 73

glandulas mamarias con MC de las cuales se obtuvieron los siguientes resultados:

1) Se determinaron mediante pruebas de california. Con esta técnica la
frecuencia de MC grado 1 fue del 19.18%, MC grado 2 del 73.97% y MC
grado 3 del 6.85%. Las glandulas afectadas fueron la anterior izquierda (Al)
con 26%, la anterior derecha (AD) con 27.4%, la posterior izquierda (PI) con
26% y la posterior derecha (PD) con 20.5%.

2) De las glandulas analizadas se obtuvieron 13 muestras con crecimiento de
microorganismos en los medios selectivos. A partir de estas muestras se

aislaron e identificaron mediante pruebas fisicoquimicas 22 cepas
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diferentes de microorganismos cocoides Gram positivos, de los cuales
recuperaron 18 cepas de Staphylococcus aureus.

3) Las colonias analizadas mostraron en el 95.45% de los casos hemdlisis
completa y 4.55% hemolisis incompleta.

4) El analisis de las colonias en el primoaislamiento mostré la existencia de 8
cepas con crecimiento retardado, lo cual es indicativo de cepas persistentes
asociados a la multiresistencia.

5) El andlisis de la resistencia a los antimicrobianos mostr6 cepas con distintos
niveles de resistencia a diferentes antimicrobianos. En la tabla 1 se
muestran los halos de inhibicion obtenidas para cada una de las cepas. Asi
como los perfiles de resistencia de cada cepa.

Tabla 1. Resistencia a los antimicrobianos recuperadas de los casos con mastitis.

Resultado antibiograma  Bacterias gram (+) Serie 2

Cepa 123 M 86 Al AD pD AltA Al AA AB ADA ADB pIL P2 ADL AD2 Al AD! AD2 pD
- . ID" 8674|8674(8674| 3511 31 m m m 6779 6779 6779 6719 6719 6719 103 103 w77 w77 9074 9074 9074 6786
Antibidtico ~ |Abreviatura [Animal
Ampicilina AM + 12 + + + - - + + + + + + + + + + + + + +
O -/ - [ - [ - O - | NN - [ el : |
Cefotaxima X 25 - 6 - - - - . . . . . a B o o 2 . ) 19
Gooowaro| 0¢ | [-J-J-1] - [ - [ - [ - T[] - [ -7 -] -] -1 -] Tl -] T:] : |
Clindamicina (M 16 17 - + - - - 15 17 18 23 2 19 13 22 17 21 19 1 16
Didoxaciina | DC Tl o T -7 - 7T -1 - 07 - Tl - Tl -7 -T - -Tul - Tu]us] 11 ]
Eritromicina 3 2 17 16 15 2 - - 17 18 15 2 17 22 2 2 19 18 18 18 22 16 22
Gentamicina | GE sl o T - T - T - T o] - JTulwlul s luwlulsws]uwulosluwloluluw]
Penicilina PE + o+t + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Tetacidna | TE l-fosf -1 - ¢ -7 - F- 7 -7 -F-7-7 [ -7-F-J 7. [-] - | - |
Sulfametoxazol
m ST 17 - 14 2 - - - - - - 12 13 + - + 16 - 17 13 + +
Vancomicina | VA f]-Js] 16 [ - T - T - T -T-T-T -Twl - -T-T-Twl T -Tuwul] |
Tratamiento Gentamox/E Gentamox/E Gentamox/Enroxil Gentamox/E Gentamox/Enroxil

Crecimiento: "+","" o halo de inhibicion "0.00cm”"

El 100% de las muestras presento resistencia al menos un antibiotico, las cepas
presentaron resistencia a: ampicilina (AM) el 86.36%, a cefalotina (CF) el 9.09%, a
cefotaxima (CFX) el 18.18%, a ciprofloxacino (CPF) el 9.09%, a clindamicina
(CLM) 72.73, a dicloxacilina (DC) 59.09%, a eritromicina (E) 90.91%, a
gentamicina (GE) 81.82%, penicilina (PE) 100%, a tetraciclina (TE) 4.55%, a
sulfametoxazol/ trimetoprim (SXT) 54.55% y a vancomicina (VA) 27.27%.

Las cepas con hemolisis representaron el 72.73% del andlisis, las cuales
presentaron resistencia de: 81.25% AM, 6.25% CF, 6.25% CFX, 12,5% CPF, 75%
CLM, 56.25% DC, 87.5% E, 81.25% GE, 100% PE, 0% TE, 50% SXT Y 12.5% VA.
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Las cepas con hemolisis incompleta representaron el 4.55% del analisis,
presentando una resistencia de 100% a AM, CF, CFX, CLM, DC, E, GE, PE, SXT
y VA, del 0% a CPFy TE.

Las cepas que no presentaron hemolisis representaron el 22.73% del analisis, y
presentaron una resistencia de: 100% AM, CF 0%, CFX 40%, CPF O%, CLM 60%,
DC60%, E 100%, GE 80%, PE 100%, TE 20%, SXT 60% y VA 60%.

Discusion

La disminucion respecto a la eficiencia en los tratamientos de la mastitis causada
por S. aureus se presenta debido a que el agente etiolégico cuenta con diferentes
mecanismos que contrarrestan los efectos de los antimicrobianos por ejemplo
disminuyendo el metabolismo celular, evitando que actien en el sitio de accion o
modificando el mismo, produciendo enzimas que hidrolizan los antimicrobianos y
activando los sistemas de descarga (Efflux) de acuerdo al antimicrobiano de
eleccion, estas capacidades sumadas a su habilidad de transferir y adquirir genes,
entre ellos los de resistencia, disminuyen aun mas la eficiencia de los

tratamientos.

Al no haber un diagnéstico y pruebas adecuadas de sensibilidad sumado a
deficiencias en la administracion de los farmacos por el tiempo y las dosis
recomendadas por el médico veterinario, las deficiencias en los protocolos de
limpieza principalmente de la ubre y el personal favorecen la persistencia y

propagacion de la enfermedad.

Si bien los perfiles de resistencia en las cepas de Staphylococcus spp analizadas
en este estudio mostraron una alta frecuencia de resistencia a antibidticos
betalactamicos, como ya se habia reportado en la literatura (Dego, 2021; Estrada-
Calles etal., 2022), en este trabajo se observo también la resistencia a otros
grupos de antimicrobianos como los aminoglucédsidos. Este dato es relevante
porque establece la posibilidad de que las cepas que estén involucradas en el

desarrollo de casos de mastitis tengan perfiles de multirresistencia.
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Finalmente es necesario establecer que se requieren analisis mas detallados de
las cepas involucradas en casos de mastitis para establecer su relacion
filogenética con otras cepas aisladas de la misma region o establecer,

polimorfismos genéticos que pudieran estar asociados a la multirresistencia.

Recomendaciones
Se recomienda que en animales infectados con S. auereus se realicen pruebas de

sensibilidad a antibioticos mediante cultivos microbiolégicos para la determinacion

especifica del agente etioldgico causante de la mastitis.

Al personal de ordefa se recomienda realizar limpieza de glandulas mamarias con
productos a base de yodo 1% y por el periodo minimo que indica la etiqueta ya
gue de no cumplir con los tiempos minimos de aplicacion de los productos, estos
no aseguran la correcta asepsia de la glandula mamaria permitiendo la presencia
de agentes patégenos, asi mismo también limpiar las &reas y el equipo de ordefio,
utilizar toallas desechables y soluciones que sellen los pezones para evitar la

diseminacién y proliferacién de patogenos (Lozada, 2024).

De igual manera se recomienda descartar a los animales positivos a S. aureus ya
que los mismos son una fuente de contaminacion tanto de otros animales como de

equipos.

Tratamientos
Existen diferentes tratamientos los cuales ofrecen una alternativa al tratamiento

convencional como lo son:

Inhibicion de deteccién de quérum

La deteccion de quérum es un fendmeno en el cual las células bacterianas regulan
el comportamiento de las poblaciones bacterianas detectando autoinductores. Las
bacterias secretan moléculas de sefializacion, cuando la concentracion
extracelular de sustancias aumentan a cierto punto, la bacteria codifica genes
especificos que regulan el comportamiento grupal de las mismas, la aplicacion de
inhibidores en quérum previenen que la bacteria desarrolle resisitencia debido al
estrés del crecimiento (Guo et al., 2020).
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Inhibidores de lectina

La lectina es una proteina no inmunoderivada de unién a azlcar que permite la
aglutinacion o precipitacion de glicoconjugados (Aretz et al., 2018). Se ha
reportado que las lectinas no solo aglutinan glébulos rojos, sino que también gran
variedad de células como patdégenos, células inmunes y células germinales. La
aplicacion de la lectina es principalmente el reconocimiento especifico y la
adhesion de las lectinas, que permiten que varios microorganismos patogenos se
unan e infecten a sus células receptoras (Alghadban et al., 2019). Asi mismo es
posible disefiar nuevos farmacos que prevengan la union de microorganismos
patogenos a las células receptoras (Guo et al., 2020).

Quelacion de hierro

El hierro es uno de los nutrientes esenciales para la mayoria de los organismos
incluidas las bacterias. Estudios han demostrado que el hierro constituyen un
centro catalitico importante de enzimas biol6gicas como la oxidorecutasa, Yy
participan en varias actividades importantes como transporte de electrones,
reacciones antioxidantes y sintesis de acidos nucleicos (Nuti et al., 2017).
Mediante la quelacion de hierro se puede inhibir en bacterias su crecimiento y
actividad metabdlica, y que las células eucariotas carecen de una via relacionada
para la sintesis de transportadores de hierro, sus vias de biosintesis y absorcion
también pueden aplicarse al tratamiento antimicrobiano (Guo et al., 2020).

Terapia de fagos

Debido al incremento global de infecciones por bacterias multiresistentes a
antibioticos ha llevado a realizar investigacion en fagos, una gran cantidad de
experimentos ha probado la eficacia de los fagos mejorando la tasa de
supervivencia de animales infectados (Shlezinger et al., 2017). Comparado con los
antibiéticos, las preparaciones con fagos tienen ventajas sobre la alta
especificidad, la rapida proliferacion y el corto tiempo de desarrollo, en 2007 se
encontré que el fago Msa podia controlar de manera eficiente las infecciones
letales causadas por S. aureus mediante una inyeccion intravenosa en ratones
(Delgado et al., 2000). No obstante, de manera similar a los antibiéticos las
bacterias pueden también ser resistentes a los fagos, ademas las enzimas liticas
de los fagos pueden tener un efecto destructivo sobre la estructura basica de la
bacteria, compensado la falta de resistencia de los fagos (Guo et al., 2020).

Nanoparticulas

La nanotecnologia se refiere a la preparacion, investigacion e industrializacion de
sustancias a nanoescala, estudios demuestran que nuevos antibidticos a
nanoescala con tan solo 25 nanometros de diametro poseen una fuerte inhibicion
y muerte de microorganismos como E. coliy S. aureus (Li M. et al., 2017; Wang et
al., 2020). Antibiéticos a nanoescala tienen varias propiedades como amplio
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espectro, hidrofilicidad y proteccio ambiental, lo que no producen resistencia
debido al uso de minerales (Guo et al., 2020).
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