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RESUMEN

La mastitis bovina es una patologia que genera un gran impacto econémico
negativo en el sector lechero debido a pérdidas en la calidad y cantidad de leche
producida. Con fines clinicos y diagndsticos en la presente investigacion se analizé
la resistencia y susceptibilidad antimicrobiana en bacterias aisladas de mastitis
bovina en la cooperativa agropecuaria “La Colina”, ubicada en la provincia de
Pichincha, Ecuador. Metodolégicamente por medio de la prueba CMT se obtuvo
50 vacas positivas a mastitis de un total de 136 vacas testeadas en 7 predios de los
afiliados a dicha cooperativa, ademas como medida de control de calidad se realiz6
el conteo de bacterias totales (CBT), en donde se obtuvieron valores de 2.8 millones
de UFC/ml como valores maximos en los tanques de enfriamiento de 8°C,
evidenciandose una tasa de prevalencia de dicha patologia de 36.76 % en total,
encontrandose en mayor medida en los cuartos posteriores, del procesamiento y
analisis de 51 muestras se aislaron 51 cepas bacterianas en total, de las cuales; el
29.42 % corresponde a S. aureus, seguido por Klebsiella spp. con el 17.64 %, asi
mismo Bacillus spp., se aislo en un 17.64 %, la presencia de E. coli y
Staphylococcus spp. se observaron en un 15.68 % respectivamente, finalmente,
Citrobacter spp. se aislo en un 3.94 %, al someter dichos aislados a la actividad
antimicrobiana se pudo observar un efecto altamente significativo (p<0.05) por
parte de los 7 antibidticos frente a los aislados, en lo referente a la CMI se evidencio
que la mayoria de los aislados se manifestaron como resistentes en su totalidad a
las concentraciones de 1ug, 5ug y 10pug de cada farmaco en cuestion, sin embargo,
al observar lo ocurrido con 30pug frente a los aislados se evidencié la existencia de

sensibilidad en determinados aislados bacterianos.

Palabras Claves: Mastitis, CBT, Aislamiento bacteriano, Antibiéticos, CMI.



SUMMARY.

Bovine mastitis is a pathology that generates a great negative economic impact in
the dairy sector due to losses in the quality and quantity of milk produced. For
clinical and diagnostic purposes, in the present investigation analyzed the
antimicrobial resistance and susceptibility of bacteria isolated from bovine mastitis
in the cooperative "La Colina", located in the province of Pichincha, Ecuador.
Methodologically, by means of the CMT test, 50 mastitis-positive cows were
obtained from a total of 136 cows tested in 7 farms affiliated to this cooperative. In
addition, as a quality control measure, the total bacterial count (CBT) was
performed, where values it was obtained of 2. 8 million CFU/ml as maximum
values in the 8°C cooling tanks, was evidenced a total prevalence rate of 36.76 %
of this pathology, being observed to a greater extent in the rear quarters, from the
processing and analysis of 51 samples, 51 bacterial strains were isolated in total, of
which 29.42 % corresponds to S. aureus, followed by Klebsiella spp. with 17.64 %,
as well as Bacillus spp. in 17.64 %, the presence of E. coli and Staphylococcus spp.
were observed in 15.68 % respectively, finally, Citrobacter spp. was isolated in
3.94 %, when these isolates were submitted to antimicrobial activity a highly
significant effect could be observed (p0. 05) by the 7 antibiotics against the isolates,
with regard to the MIC it was evidenced that most of the isolates manifested as
resistant in their totality at the concentrations of 1jg, 5ug and 10ug of each drug in
question, however, when analyzing the concentration of 30ug against the isolates,

the existence of sensitivity in certain bacterial isolates was evidenced.

Keywords: Mastitis, CBT, Bacterial isolation, Antibiotics. MIC.



CAPITULO |
l. INTRODUCCION

La ganaderia es una de las principales actividades de un gran nimero de
familias campesinas y la mastitis bovina es una enfermedad endémica comuin y
costosa que padece el ganado lechero (Velasquez et al., 2020), es definida como
la inflamacién del tejido de la glandula mamaria que es inducida por muchos
factores, como infeccién microbiana causado por bacterias, hongos, virus, etc.,
factores ambientales como déficits de manejo sanitario, temperatura y
humedad, alimentacion, etc., factores humanos por causas de dafio mecéanico,
estrés del ordefio, inadecuada alimentacion, etc., y por factores propios de la
vaca como edad, paridad, alimentacion, produccion de leche, la cual se
caracteriza por alteraciones patologicas leves o graves con cambios en el tejido
de la ubre, aumento del recuento de células somaticas, disminucion de la calidad

y produccion de leche (Hu et al., 2021).

La mastitis bovina es uno de los principales problemas sanitarios que tienen los
pequefios y medianos productores que se dedican a la produccion de leche, esto
se debe a las condiciones y el medio en el que se desarrolla la labor en la gran
por parte del desconocimiento en el manejo para esta actividad, es una patologia
de origen multifactorial y es provocada por un sin nimero de microorganismos
que cambian su dinamica ecoldgica por las constantes mutaciones que sufren
los agentes etiologicos que hace dificil su tratamiento y erradicacion, ademas
de la poca resistencia que presentan los animales por el uso errado de
antibioticos (Zhang et al., 2020) .

El estudio de las mastitis es muy importante porque se trata de una enfermedad
que afecta a la salud y bienestar de las vacas, ademas la leche que es afectada
con el cambio en su composicidn fisico-quimica, la eficacia de los antibioticos
es muy importante para el bienestar de las vacas lecheras y la economia del
rebafio, sin embargo la resistencia adquirida a los antibidticos en las bacterias
es una amenaza creciente y la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE),
recomienda la vigilancia de la susceptibilidad antimicrobiana de las bacterias

causante de mastitis (Duse et al., 2021).



En la presente investigacion trata de: Analizar la resistencia y susceptibilidad
antimicrobiana en bacterias aisladas de mastitis bovina en la cooperativa
agropecuaria “La Colina”, provincia de Pichincha (Ecuador). Dentro del

presente trabajo se planteo los objetivos:

. Estimar la presencia de mastitis en leche mediante la utilizacién de CMT
en campo Y el conteo de bacterias totales (CBT) del tanque de almacenamiento
de la leche en estudio como métodos diagndsticos.

. Establecer la tasa prevalencia de mastitis en las fincas de los socios
afiliados a la cooperativa.

. Aislar patdgenos nocivos a partir de leche de vacas positivas para

mastitis bovina.

] Determinar la actividad antimicrobiana de los farmacos en estudio,

contra patogenos aislados de muestras positivas para mastitis bovina.

. Analizar la concentracion minima inhibitoria (CMI) de los farmacos en

estudio.



CAPITULO Il
1. PROBLEMA

La produccion de leche en el Ecuador esta dividida en tres regiones, el territorio
de la Sierra aporta el 75.9%, seguida de la Costa con el 16.6% y el Oriente
representa el 7.6%. En relacién con el promedio de litros de leche producidos
por vaca, la regién que mas se destaca es la Sierra con 6.7 litros/vaca/dia,
seguida de la region Oriental con 4.7 litros/vaca/dia y, por dltimo, la regién
Costa con 3.6 litros/vaca/dia, por otro lado, el 98.7 % de la demanda nacional
es cubierta con la produccion local con un consumo per cépita de 100 litros al
afio (INEC, 2017).

Uno de los problemas en la produccion de leche es la mastitis, debido a su alto
grado de complejidad para lograr un control eficaz y una prevencidn oportuna,
la consecuencia de esta enfermedad es que la calidad de la leche es baja por
ende también sus derivados, ya que se encuentran restos de los antibidticos que
se usan para el tratamiento de la mastitis, siendo un aspecto que repercute
negativamente en la inocuidad de la leche y la salud publica para el consumidor,
por ende en los ultimos tiempos se trata de mejorar el manejo en los
tratamientos de las mastitis con productos sin residuos en leche, ni alteraciones
en el animal que generen resistencia a los antibioticos usados (Cobirka et al.,
2020).

La complejidad para el tratamiento y diagnostico de esta patologia hace que los
costos de produccion sean altos, lo que representa grandes pérdidas econémicas
directas para el productor como: desechar la leche con presencia de mastitis, el
tratamiento de la enfermedad, que puede llevar a causar resistencia
farmacoldgica si nos es diagnosticada correctamente, eliminacion de la leche
con antibioticos, debido a su contenido de trazas que podrian ser perjudiciales
para el consumo humano, baja produccion hasta la recuperacion de las vacas
enfermas, cosos debido a la asistencia técnica, entre otras causas que afecta

negativamente a la produccion lactea (Romero et al., 2018).

La realidad de la produccidn lechera, se ve seriamente afectada por la incidencia

de mastitis no diagnosticada, los pequefios y medianos productores poseen



ganado mestizo, con graves falencias en el manejo del proceso sanitario, el
desconocimiento y falta de preocupacién del productor en cuanto a esta
enfermedad; el uso indiscriminado de farmacos para su tratamiento y como
consecuencia resistencia bacteriana, son el resultado de la baja calidad de los
productos que no cumplen con las leyes que demanda la industria lactea en el
mundo (Adriaens et al., 2021).

Si bien existen categorizaciones basadas en las particularidades patolégicas de
la inflamacién que poseerian cierta correlacion con determinadas etiologias, las
manifestaciones clinicas producidas por los diferentes organismos infectantes
(ya sea presencia de aglutinaciones, decoloracion de la leche, hinchazén del
cuarto) no son facilmente diferenciables y el agente causal solo puede ser
reconocido en forma confiable por medio de analisis bacterioldgico (Sudipa et
al., 2021).

Ante dichos problemas se requieren determinar de manera concreta y especifica
los patogenos productores de dicha patologia con la finalidad de dar un
tratamiento especifico para dicho microorganismo y asi evitar producir una
resistencia farmacologica por parte de las bacterias y determinar las dosis
correctas de los farmacos comunmente utilizados en el tratamiento de la mastitis

para evitar sobre dosificaciones (Mazon & Mazon, 2022).



CAPITULO lII
1. MARCO TEORICO.
3.1. Mastitis.
3.1.1. Generalidades.

La mastitis es un proceso inflamatorio de la glandula mamaria y es cominmente
una consecuencia de una infeccion microbiana causada por patégenos que
penetran a la glandula a traves del canal del pezon. Se caracteriza por diferentes
cambios ya sea fisicos o quimicos de la glandula mamaria, son consideradas a
nivel mundial como el problema sanitario que mayores pérdidas causa a la

lecheria ademas de perjudicar la calidad y bienestar animal (Suarez et al., 2019).

Es considerada una enfermedad altamente prevaleciente en el ganado lechero,
y es una de las mas importantes que afecta mundialmente la industria lechera,
pues ocasiona pérdidas econdmicas muy fuertes a todos los productores de
leche en el mundo debido a la disminucion de la calidad y cantidad de leche
producida y un aumento en los costos de tratamiento y servicios veterinarios, y
pérdida de animales, teniendo una tasa de infeccion de 20 a 65 % sobre los

rebafios de todo el mundo (Winston, 2018).

La mastitis es una de las enfermedades de mayor impacto econdémico para la
actividad lechera. Siendo la mastitis subclinica, la cual pasa facilmente
desapercibida para el productor, la causante de la mayor parte de las pérdidas,
alrededor del 70% de las pérdidas atribuibles a mastitis estan dadas por la
disminucidn en la produccion de leche, el resto se debe a descarte de leche por
anormalidades notorias o residuos de antibidticos, gastos en medicamentos y
honorarios veterinarios, trabajo extra, péerdida de valor genético por eliminacién

en los costos de reemplazo (Wang et al., 2021).

A todo esto, se debe sumar el efecto en el precio de la leche de los actuales
esquemas de pago utilizados en el pais, que se hacen cada vez mas exigentes en
cuanto a los niveles de recuento de células somaticas (RCS) y componentes
lacteos. Con respecto a las alteraciones en la composicion de la leche

provenientes de cuartos con mastitis, se ha encontrado disminucioén en el



contenido de lactosa, caseina, grasa lactea, solidos no grasos, sélidos totales,
calcio, fosforo y potasio, con un incremento en la concentracion de
inmunoglobulinas, cloruro de sodio, carbonato de sodio, minerales trazas,
acidos grasos libres y enzimas como plasmina, lactasa y lipasa, ademas de un
aumento en el pH de la leche, tornandola un poco acida (Agrocalidad, 2020).

3.1.2. Clasificacion de mastitis.

La mastitis bovina puede clasificarse de acuerdo con el grado de la inflamacién
y a las lesiones locales e implicaciones sistémicas en la vaca. En términos
generales; se clasifica en “Mastitis Subclinica” y “Mastitis Clinica” (Dufour et
al., 2019).

3.1.2.1. Mastitis clinica.

La mastitis clinica es definida como una anormalidad en la glandula mamaria

de la vaca o la leche, que puede ser facilmente observada.

Se caracteriza por la tumefaccién, dolor y signos inflamatorios en la ubre, la
leche puede presentar una apariencia anormal y, en algunos casos, hay aumento
de la temperatura corporal, letargo, anorexia e incluso la muerte. Ademas, las
bacterias estan presentes en la leche, lo que reduce el rendimiento y la calidad
considerablemente. En los casos en que la inflamacion de la ubre es
acompariada de signos clinicos es diagnosticada entonces como mastitis clinica
(Svetlana et al., 2018).

La mastitis clinica puede presentarse de forma aguda y se caracteriza por su
aparicion subita. En la forma crénica, se presenta una infeccion de larga
duracion, con leche de apariencia anormal y/o cambios al realizar la palpacion
del tejido de la ubre, el alto recuento de células somaticas (RCS) indica la
probabilidad de estar frente a una inflamacion intramamaria, con o sin presencia

de infecciones bacterianas y mermas productivas (Dalanezi et al., 2020).
3.1.2.2. Mastitis Subclinica.

La mastitis subclinica se caracteriza por la presencia de un microorganismo en
combinacion con un conteo elevado de células somaticas en leche, esta puede

desarrollar facilmente una inflamacion y no tener tratamiento, el analisis



especifico de poblaciones bacterianas que contribuyen al diagndstico (Kumari
et al., 2020).

Este tipo de mastitis no presenta cambios visibles en la leche o ubre. Apenas se
percibe una reduccién en el rendimiento de la leche, siendo alterada su
composicion por la presencia de componentes inflamatorios y bacterias. Esta
presentacién de la enfermedad es la mas persistente en el ganado lechero;
Ocurre frecuentemente, y puede conducir a grandes pérdidas econémicas no
solo por la reduccion de la produccién, también por los elevados conteos de
células sométicas presentes en los tanques de leche (Shokouhi, 2021).

En la practica, los casos de mastitis subclinica con frecuencia no son detectados
rapidamente, o pueden incluso no ser reconocidas por el ordefiador. Para
identificar estos casos de mastitis se hace necesario las técnicas de laboratorio
como la medicion del conteo de células sométicas y el cultivo bacteriolégico
(Wang et al., 2021).

3.1.3. Etiologia.

Se han identificado aproximadamente 140 especies causantes de mastitis, que
se dividen en patdgenos contagiosos y ambientales; dentro de los primeros, los
principales son Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus vy
Mycoplasma; siendo su principal via de entrada es el canal del pezon, la primera
fuente de estos microorganismo es la ubre de vaca afectadas, las caracteristicas
mas importantes de granjas con problemas de mastitis son: alta prevalencia de
infeccion intramamaria durante la lactacion, Recuento alto de células sométicas
en leche (Koba et al., 2018).

Los géneros mas frecuentes de patdgenos ambientales, cuyo reservorio es el
ambiente donde permanecen los animales y no las glandulas mamarias
infectadas, son Streptococcus dysgalactiae, Escherichia coli, Klebsiella sp,
ambientales y en menor medida los coliformes, las caracteristicas de mastitis
ambientales incluyen: baja prevalencia durante la lactacién, bajo recuento de
células somaticas en leche en tanque, infeccion de corta duracion, alta

prevalencia durante el secado (Dalanezi et al., 2020).



Contrariamente los patdgenos contagiosos, tienen su habitat en la glandula
mamaria bovinay se transmiten de ubre a ubre principalmente durante el ordefio
de las vacas, estos microorganismos se han adaptado a las condiciones adversas
(Wang et al., 2021).

3.1.4. Tratamiento de la mastitis.

Para la mayoria de los ganaderos, el objetivo practico del tratamiento es
producir rapidamente una reduccion en los sintomas clinicos, eventualmente
reducir el recuento de células somaticas (RCS), prevenir la recurrencia de
nuevos casos clinicos y mantener el rendimiento esperado de leche. La
interpretacion de los resultados del tratamiento puede ser confusa porque la
mayoria de los casos de mastitis causadas por los patdgenos se presentan con

signos clinicos leves o moderados (Peralta et al., 2020).

La busqueda de una relacion armodnica de las poblaciones bacterianas de
distintos nichos microecoldgico con su huésped, esta abriendo el camino para
ver como se puede conseguir un estado de salud y bienestar sin perjudicar la
produccién y la calidad de vida del animal, lo cual se considera que son

consecuencias de una disbiosis poblacional (Shokouhi, 2021).

Cuando las vacas presentan casos leves de la mastitis, los signos clinicos
normalmente desaparecen en 4 - 6 dias, independiente del tratamiento. Sin
embargo, la desaparicion de los sintomas clinicos no siempre indica que la
infeccién ha sido tratada con éxito. Mientras que la leche puede aparecer
visualmente normal, muchos de estos casos pueden simplemente haber pasado
a un estado subclinico y mantener el RCS elevado, si bien la terapia con
antibioticos es eficaz y tiene un impacto cronico, favoreciendo a la aparicion de

cepas bacterianas resistentes (Contero et al., 2019).

Las tasas de curacion bacterioldgica se utilizan generalmente en los estudios de
investigacion como el principal indicador de la eficacia del tratamiento, pero
pocos ganaderos o Vveterinarios evallan la desaparicion de los agentes
patdgenos de las glandulas afectadas, el suelo es probablemente uno de los

ambientes de mayor complejidad microbioldgica (Cerioli et al., 2021).



La capacidad de lograr una curacion bacteriologica depende del patdgeno, la
gravedad de caso, la variacion en la respuesta inmune en las vacas, la eficacia
del protocolo de tratamiento y la prontitud de iniciar el tratamiento (Hoque et
al., 2018).

3.1.5. Principales agentes causales de mastitis.

En la glandula mamaria bovina se han identificado hasta 140 especies,
subespecies y serovariedades microbianas. Las técnicas microbioldgicas han
permitido la determinacidn precisa de la identidad de muchos microorganismos
patdégenos de la mastitis. Clasicamente estos microorganismos causantes de
infeccidn intramamaria 0 mastitis han sido divididos en patégenos contagiosos
y ambientales, en base a su asociacion epidemioldgica con la enfermedad y a
su proclividad de causar la infeccion oportunista, persistente o transeunte,
respectivamente. Dependiendo, asimismo, de su repertorio primario y el
ambiente contra el cuarto de la glandula mamaria infectada por

microorganismos oportunistas (Calderon & Rogriguez, 2018).

Los patdgenos contagiosos de primera importancia incluyen al Staphylococcus
aureus, Streptococcus agalactiae, Corynebacterium spp., y Mycoplasma spp.
Estos organismos se transmiten de vaca a vaca, donde el reservorio primario
que alberga los patogenos es el animal infectado o el cuarto de la ubre, y la
exposicion de los cuartos mamarios no infectados se restringe al proceso de la

ordefia (Gussmann et al., 2019).

Los patdgenos contagiosos de la mastitis como el Staphylococcus aureus y
Streptococcus agalactiae que son infecciosos a nivel individual y a nivel de
poblacion, han sido reportados bajo control en los hatos lecheros a través del
uso de practicas de manejo que utilizan la desinfeccién de los pezones después
de la ordefa, terapia de la vaca seca, desecho, mantenimiento del equipo de
ordefio, y terapia antibidtica de las infecciones intramamarias (Ferreira et al.,
2018).

Los patégenos ambientales a diferencia de los contagiosos son transmitidos
entre las ordefias por el ambiente que sirve como la fuente primaria de estos

organismos. Los patdgenos principales en este grupo son los bacilos entéricos



Gramnegativos (Escherichia coli, Klebsiella spp y Enterococcus spp.), y Gram
positivos; Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis. La mastitis
ocasionada por patégenos ambientales es el principal problema que afecta a
muchos hatos lecheros bien manejados (Hazelton et al., 2020).

La mastitis por organismos contagiosos (especialmente Streptococcus
agalactiae) ha disminuido por mejoramiento en el manejo, las pérdidas
econdmicas debido a la enfermedad pueden continuar porque los organismos
causales no pueden ser erradicados del medio ambiente de las vacas lecheras ya
que pertenecen al microbiota normal del ambiente y se encuentran en cada
establo. Estos patdégenos poseen en general un potencial muy pobre para causar
enfermedad, sin embargo, pueden penetrar en el conducto galactéforo hacia la
ubre y provocar infecciones muy persistentes que requieren una terapia muy
dificil (Cassoli, 2017).

3.1.5.1. Staphylococcus aureus.

Staphylococcus aureus es una bacteria patdégena de distribucion mundial que
ocasiona pérdidas economicas, ya que una vez establecida en la glandula
mamaria es dificil de erradicar; la infeccidn ocurre por su adherencia a las
superficies y la colonizacion del tejido infectado, ocasionando la muerte
celular; Staphylococcus aureus presenta una pelicula (componentes de la
superficie microbiana que reconocen las moléculas adheridas de la matriz) que
es lo que provoca la muerte celular por apoptosis, ademas presenta un
biopelicula que lo protege de los leucocitos y quimioterapéuticos volviendo la

infeccion mas cronica y produce septicémica (Cventin¢ et al., 2021)

Este es un patdgeno contagioso cuyo principal reservorio es la glandula
mamaria infectada, pudiendo encontrarse también en lesiones de los pezones y
otras partes del cuerpo, como en vagina; sin embargo, no es capaz de colonizar
la piel sana. Otros reservorios de menor importancia los constituyen el hombre,
las moscas, alojamientos, equipos y otros animales no bovinos como mascotas

o0 animales silvestres que se encuentre (Hazelton et al., 2020).

Las infecciones tienden a ser subclinica y crénicas, con episodios periodicos de

mastitis clinica, pudiendo causar también mastitis gangrenosa. Este patdgeno
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se asocia a una disminucion considerable en la produccion de leche y un gran
aumento de su contenido celular, con una disminucién de la calidad y
produccion de leche, es uno de los microorganismos en provocar mastitis
cronicas, que no responden muy bien a la terapia antibi6tica, presentando
resistencia a los antimicrobianos (Patel et al., 2018).

Este microorganismo vive dentro o fuera de la ubre, y su caracter contagioso
hace que se propague en la ganaderia (si no se toman las medidas apropiadas
de control), lo convierten en un agente importante en el recuento elevado de
células somaticas, siendo este su gran impacto negativo en la produccién y
calidad de la leche (Cassoli, 2017).

Los signos varian segun el tipo de mastitis causada. En caso de la mastitis
subclinica son muy inespecificos, como floculos en la leche solo observable
con la copa de fondo oscuro o reacciones positivas en la prueba de California.
Con el tiempo este tipo de mastitis se convierte en cronica, detectandose

mediante palpacion debido a la fibrosis causada (Grispoldi et al., 2019).
3.1.5.2. Streptococcus agalactiae.

Esta bacteria es el agente clasico asociado con la mastitis bovina y es altamente
contagioso, que frecuentemente son aislados de la glandula mamaria bovina y
de tanques de leche cruda, siendo este el medio mas éptimo para su desarrollo.
Es un patdgeno intramamario obligado (no necesita oxigeno, pero si una
nutricion adecuada), donde puede sobrevivir por largos periodos de tiempo y
raramente es encontrado fuera de la glandula mamaria (Bonifaz & Conlago,
2016).

Las cepas del S. agalactiae es considerado una de las mayores causas de
infecciones intramamarias bovinas. Es un patégeno contagioso de la glandula
mamaria, donde puede sobrevivir por largos periodos de tiempo, sin embargo,
puede sobrevivir por breves periodos de tiempo en las manos del operario, la
méaquina de ordefio y la piel de los pezones, lo que lleva a que se propague

(contagioso) de vaca a vaca durante el ordefio (Tsegaye et al., 2019).

Streptococcus agalactiae invade la cisterna y el sistema ductal de la glandula,

en la que produce irritacion, que causa inflamacidn sin signos evidentes, la
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acumulacion de residuos bacterianos intensifica la respuesta inflamatoria,
ocasionando destruccion del tejido, disminuyendo la produccion lactea y en
algunas ocasiones causa agalactia en las subsiguientes lactaciones, llegando a
causar cuadros cronica (Tomazi et al., 2018).

Esta bacteria es conocida mundialmente como el principal patégeno contagioso
que ocasiona la mastitis subclinica bovina y puede ser tratado econémicamente
utilizando terapia masiva durante la lactacion. Para un patégeno intramamario
obligado como este agente, la ubre es reconocida como la Unica fuente
razonable del organismo donde se puede encontrar, y consecuentemente en la
leche. Sin embargo, los aislamientos son tomados comiunmente en los tanques
de deposito y el ganado que no es identificado actia como reservorio de la
infeccion intramamaria (Miranda et al., 2018)

3.15.3. Mycoplasma spp.

Es un patdgeno contagioso, cuyo principal reservorio es la glandula mamaria
infectada, tractos respiratorio y urogenital. Generalmente se transmite durante
la ordefia, pudiendo ademas entrar a la ubre a través de una terapia

intramamarias aplicada en forma inadecuada (Mora et al., 2015).

La infeccion se caracteriza por aparicion subita, diseminacion rapida en el
rebafio, disminucion marcada en la produccion de leche y resultados negativos
a los examenes bacterioldgicos de rutina. No hay tratamiento efectivo para la
mastitis causada por Mycoplasmas, por lo que las vacas infectadas deben ser
aisladas y generalmente eliminadas y que pueden causar mastitis en vacas
lecheras. La mastitis causada por Mycoplasma spp es caracterizada por una baja
repentina en la calidad y produccidn de la leche. Esta puede tener una apariencia
de agua de coco, o tener aspecto seroso amarillento con presencia de hojuelas
de maiz flotando (Parker et al., 2018).

El Mycoplasma bovis es el principal agente causal de la agalactia contagiosa.
Este sindrome es caracterizado por la agalactia, la mastitis, la artritis y a veces
la Queratoconjuntivitis. Causa severas pérdidas econémicas, particularmente en
los hatos de ganado lechero, debido a que el Mycoplasma bovis es persistente y

muy contagioso, que hace casi imposible la produccion regular de queso por
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la fuerte caida en la produccion de leche, puede presentar los animales artritis y
neumonias, de tal modo la identificacién del Mycoplasma spp. en leche se da a
través del cultivo microbioldgico, considerado el estandar de oro para la
deteccion de este (Tomazi et al., 2018).

3.1.54. Corynebacterium spp.

Contiene 136 especies hasta la fecha, es un patdgeno contagioso Gram positivo,
no acidorresistentes, cuyos reservorios principales son el conducto del pezon y
la glandula mamaria infectada, pudiendo ser un reservorio potencial el tracto

reproductivo de las vacas con otras afecciones productivas (Kittl et al., 2022).

De esta forma, la transmision ocurre fundamentalmente durante la ordefia.
Ademas, se considera un patdgeno menor, por causar infecciones mamarias
ocasionales, generando un pequefio aumento del recuento celular y una ligera
disminucion de la produccion de leche, lo que rara vez se traduce en mastitis
clinica. La terapia de secado suele ser muy efectiva en la eliminacién de
infecciones Intramamarias causadas por C. bovis, mientras que el uso de un
dipping postordefia adecuado, es una medida de gran valor para el control de

este patdgeno (Castillo et al., 2017).

La prevalencia de éste patdgeno en un rebafio puede exceder al 50 % de los
cuartos infectados. EI Corynebacterium bovis, frecuentemente se aisla de la
leche de glandulas mamarias de vacas infectadas de mastitis y es asociado con
la reduccion en la produccion de leche. Esta relacionado con formas muy
apacibles de inflamacién mamaria. La Unica manifestacion de esta infeccion es

un ligero aumento de la cuenta de células somaticas (Parker et al., 2018).
3.1.5.5. Klebsiella spp.

Klebsiella spp. es una bacteria Gram-negativa perteneciente al grupo de las
bacterias ambientales causante de mastitis, se pueden encontrar en el agua
superficiales, agua residuales, suelo, plantas y la superficie de la mucosa de los
mamiferos, las infecciones por Klebsiella generalmente juega un papel
importante ya que puede causar infecciones en el torrente sanguineo, abscesos
hepéaticos y mastitis en los mamiferos, siendo considera como un peligro para

la produccién ganadera, también para la salud publica, ya que la resistencia a
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los antibidticos de estos patdgenas es un problema mundial (Salauddin et al.,
2019).

El genotipo es importante para identificar casos o brotes causados por klebsiella
spp., ya que permite rastrear ain mas la fuente y la propagacion de dicha
bacteria, utilizando la técnica de secuencia de multi-locus la que es considera
un buen método diagnostico ya que tipifica patdgenos y caracteriza las
relaciones genéticas entre aislamiento bacteriano y la propagacion global de
cepas resistentes a los medicamentos, los bovinos son un importante reservorio
ya que producen alimentos para el ser humano y pueden trasmitir bacterias que

presenten resistencia a los antimicrobianos (Cheng et al., 2018).
3.1.5.6. Escherichia coli.

Es una bacteria Gram-negativa ampliamente disemina en todo el mundo, es
anaerobio facultativa, habita en el intestino de los animales de sangre caliente,
en este nicho estas bacterias coexisten con otros microorganismos que
comprende la microbiota intestinal comensal (habita normal), presentandose
algunas variantes de E. coli que han adquirido atributos especificos que les
permite infectar al huésped inmunocompetente y causar un proceso infeccioso,
la patogenicidad de E. coli estd constituida por un gran nimero de variantes
virulentas asociadas con el ser humano y los animales que coexistiendo entre

ambos (Umpiérrez et al., 2021).

Dentro de la diversidad de factores de virulencia, esta relacionada con varios
genes los cuales trasmiten sus mecanismos de defensa o virulencia a través de
plasmidos, fagos y transposones, a los cuales se han descrito al menos 9
patotipos diferentes o variantes virulentas de E. coli causante infecciones
(Sattar et al., 2021).

Una de ella es la enterotoxigenica, la cual se caracteriza por la expresion de las
adhesinas fimbriales y fibrilares sobre las células intestinales, teniendo una
expresion de toxinas termoestables y termolabiles, las cuales se han asociado
significativamente con la causa de la diarrea en mamiferos, pertenece a la
familia de pat6genos que produce lesiones en las uniones intracelulares de las

células epiteliales intestinales (Tahar et al., 2020).
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Otro prototipo de E. coli son las productoras de toxinas enterohemorragicas si
bien todas las cepas pertenecientes a este grupo se caracterizan por la expresion
de la toxina shiga 1 y 2, produciendo lesiones en las células epiteliales
intestinales, siendo los bovinos los portadores asintomaticos de este tipo de
patdgenos, son responsables de su propagacion y trasmision a el ser humano

como el consumidor de sus productos (Ahmed et al., 2021).

Otra variante virulenta de E. coli es necrotoxigénica, la que se caracteriza por
la expresion de diferentes factores de virulencia, incluyendo fimbrial y
afimbrial, adhesinas, sider6foros y toxinas (Factor necrotizantes citotdxico,
toxinas destending citoletal) se aisla con frecuencia en diarrea y procesos de
septicemia con falla multiorganica por la deplecion de metabolitos toxicos por
la fagocitosis, caracteristicas en mastitis causadas por E. coli observando
animales deprimidos por el aumento de la temperatura causada por dicha
bacteria (Yu et al., 2020).

3.2.  Pruebas bioquimicas de identificacion.

" Pruebas IMVIC: son cuatro pruebas bioquimicas, que se emplean
fundamentalmente para la identificacion de Enterobacterias (bacilos Gram
negativos, anaerobios facultativos con metabolismos fermentadores), las cuales esta
comprendida por; Produccion de indol: se fundamenta en determinar si la bacteria
posee una enzima (triptofano), el cual hidroliza el triptéfano en indol y alanina
(Shealy et al., 2021). Rojo de metilo: se fundamente en detectar la fermentacion
acido-mixta, acumulando &acidos (acético, formico, etc.), bajando el pH del medio
(Pantoja et al., 2021). Voges-proskauer: detecta la fermentacion butanodidlica,
produciendo butanodiol, mediante un reactivo (alfa-naftol 6 % y KOH 40 %), se
detecta la presente del percursor acetoina la cual se oxida y se trasforma en diacetilo
que va a proporcionar el anillo color rojo (+) en la superficie del medio (Wenjing
et al., 2019). Citrato: determina la utilizacién del citrato como Unica fuente de

carbono y energia utilizada por la bactecria en cuestion (Kusumawaii et al., 2020).

. Prueba de Triple sugar iron (TSI): Esta prueba se empleo para evidenciar la
fermentacién de lactosa, sacarosa y glucosa, asi como la produccion gas, y también

la produccion de acido sulfhidrico en bacterias Gram negativas (Arya et al., 2020).
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" Oxidasa: La reaccion se fundamenta en determinar la presencia de

citocromo oxidasa, ya que hay una poblacion bacteriana que usa la oxidacion del

diclorhidrato de tetrametil-p-fenilendiamina a indofenol, que es el producto final

que se tifie de color pdrpura oscuro, la cual es considerado como positivo (+),

ningun cambio en la coloracién indica una prueba negativa (-) (Islam et al., 2018).

" Catalasa: los organismos aerdbicos y anaerobicos facultativos producen dos

toxinas durante el metabolismo normal; per6xido de hidrégeno (H202) y radical

superoxido (02), una de ella es la catalasa que es una enzima capaz de convertir el

per6xido de hidrégeno en agua y oxigeno, cuando se observa una reaccién

burbujeante en el portaobjeto se considera positiva (+), y la falta de catalasa es la

debilidad de la burbuja siendo esta negativa (-) (Wu et al., 2020).
3.3.Terapeutica antibidtica frente a la mastitis bovina.

El principal objetivo de la terapia antibiotica es eliminar al organismo invasor
mediante la administracion de una cantidad optima de droga activa en el sitio
de la infeccion, que supere y mantenga por un tiempo adecuado una

concentracion capaz de inhibir al organismo actuante (Cheng et al., 2020).

Esta definicidn es valida para cualquier tipo de infeccion en cualquier tejido del
organismo. En el caso particular de una infeccion mastitica, también es
importante lograr que la glandula mamaria y la leche producida retornen a los
niveles normales, que se mantenga el potencial de produccion, que el
tratamiento arroje un indice costo/beneficio positivo y que los riesgos de

aparicion de residuos en la leche sean minimos (Cuenca, 2015).

El éxito del tratamiento depende del agente causal, la naturaleza y localizacion
de la infeccion, el antibiotico utilizado y la concentracion de este en el sitio de
infeccién. En principio, se debe tener en cuenta que el antibidtico que
administremos no determinard una esterilizacion quimica de la glandula
mamaria, sino que colaborara para que el hospedador pueda librarse de la
infeccién (Castillo, Suniaga, Rojas, & Hernandez, 2017). La desaparicion de
los signos clinicos, conocida como curacion clinica, no es sindnimo de curacién
bacterioldgica, la cual implica la eliminacion del agente causal de la glandula

mamaria (Mimoune et al., 2021).
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La curacion bacterioldgica se evalia generalmente a los 7, 14, 21 y 28 dias
postratamiento. Los indices de curacion bacterioldgica son altos frente a las
distintas especies del género Streptococcus, mientras que frente a
Staphylococcus aureus y organismos coliformes son mucho menores como es
la mastitis causada por Klebsiella sp., Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli, etc., ya que varias de las veces persisten la causa de la infeccion (Bedolla
etal., 2017).

En el caso de mastitis agudas por organismos coliformes, la respuesta
inflamatoria generada por la endotoxina bacteriana determina que la mayoria
de los organismos hayan sido destruidos cuando se advierten los signos clinicos.
Por lo tanto, la terapia antibiotica aplicada cuando se advierten los signos
clinicos puede ser de escasa utilidad por la gravedad (Tomazi et al., 2018).

De los agentes antimicrobianos de uso comun son las: sulfonamidas,
penicilinas, aminoglucosidos y cefalosporinas de primera generacion, lo cual
no penetran facilmente en la glandula mamaria después de la administracion
inyectable, mientras que los antibioticos macrdélidos, trimetoprima, tetraciclinas
y fluroquinolonas se distribuyen bien en la glandula inflamada (Gelasikis et al.,
2015).

Actualmente, uno de los antibidticos mas recomendados para mastitis son los
macrolidos, que tiene un espectro para bacterias Gram positivas y bacterias
Gram negativas, siendo considerados como bacteriostaticos, pero puede ser
bactericidas en altas concentracién contra organismos susceptibles, también
ejercen propiedades antiinflamatorias e inmunomoduladoras. Por otra parte, los
antibioticos aminoglucosidos son utilizados para infecciones causadas por
microorganismos Gram negativos, y algunos Gram positivos, teniendo un

espectro bactericida despendiendo de la concentracion (Hickeyet al., 2018).

El tratamiento de la mastitis subclinica generalmente se realiza mediante
antibioticos intramamarios, ya que no existe un criterio uniforme para
determinar la conveniencia de la via parenteral o intramamaria, en ciertas
ocasiones puede mejor la respuesta ya que algunos organismos estan en los

ductos o alveolos mamarios, dan una respuesta favorable para mastitis causada
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por estreptococos, Corynebacteriun spp., siendo los mas frecuentes causantes
de mastitis bovina (Zhu et al., 2018).

3.3.1. Aspectos para tomar en cuenta al momento del tratamiento.

Las grandes variaciones en la eficacia de curacion determinan que el
conocimiento del agente causal sea un aporte fundamental para delinear un
protocolo de terapia antibidtica sobre una base racional. Normalmente, cuando
un veterinario debe enfrentarse con un caso clinico, desconoce la etiologia de
este (FAO, 2017).

En una comprensién completa de la patogenicidad de esta enfermedad podria
tener un impacto profundo en la salud publica, es econdmicamente importante
en la industria lechera, representado el 70% de los gastos totales para los
ganaderos. Es considerada una enfermedad altamente prevalente en los hatos
lecheros, provocando la disminucion en la calidad y cantidad de leche
elaborada, representando un aumento en los costos de tratamiento y servicios

veterinarios (Mera et al., 2017).

Si bien existen clasificaciones basadas en las caracteristicas patologicas de la
inflamacion que tendrian cierta correlacion con determinadas etiologias, las
manifestaciones clinicas causadas por los diferentes organismos infectantes (ya
sea presencia de grumos, decoloracién de la leche, inflamacion del cuarto) no
son facilmente diferenciables en la practica, y el agente causal solo puede ser
identificado en forma confiable por medio de andlisis bacteriologico (Mimoune
etal., 2021).

Hay que recalcar que el desarrollo de esta enfermedad va a depender de muchos
factores como son: raza, nivel de produccién, sistemas de produccién con
manejo deficiente y factores medioambientales, es decir si el medio es adecuado
para los microorganismos causante de desarrollar la infeccion, desde el punto
de vista sanitario, el manejo en el momento del ordefio tiene relacién con el
estado de las ubres, dado a que si hay una mala practica y un abuso del mismo
va a ocasionar que este se inflame y un aumento de la carga bacteriana,

causando la persistencia en el hato (Pasca et al. 2020).
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La necesidad de tratar el caso clinico rdpidamente no permite lograr con éxito
el tratamiento, siendo indispensable la identificar el agente etiolégico y
determinar su sensibilidad in vitro a los antimicrobianos de primera eleccion,
ya que si tenemos un estudio epidemioldgico de nuestro hato lecho podriamos
aumentar las probabilidades de una tasa de curacion (Ivanyuk et al., 2021).

3.4. Antibiéticos betalactamicos.
3.4.1. Penicilina G.

Las penicilinas pertenecen a una familia de compuestos quimicos con una
estructura quimica peculiar que le confiere una actividad caracteristica contra
un grupo determinado de bacterias (Katzung, 2017). El descubrimiento de la
penicilina se atribuye a Alexander Fleming, quien lo obtuvo a partir del hongo
Penicillium notatum, que producia una sustancia capaz de impedir el
crecimiento de diferentes organismos, tiene la presencia del anillo
betalactamico que define quimicamente a esta familia de antibidticos, la cual es
el principal mecanismo de resistencia las betalactamasas de esta gran familia de
antibioticos (Shenoy et al., 2019).

Dentro de esta familia de los betalactamicos, estos inducen una mayor
liberacion de endotoxinas debido a su rapida capacidad bactericida lo cual
provoca una mayor respuesta inflamatoria en el parénquima glandular de la ubre
(Gomez et al., 2015).

La penicilina, como el resto de los B-lactdmicos, ejerce una accién bactericida
por su mecanismo de accion que se centra en alterar la pared celular bacteriana,
estructura que no existe en las células humanas. La pared bacteriana se
encuentra por fuera de la membrana plasmatica y confiere a las bacterias la
resistencia necesaria para soportar, sin romperse, la elevada presién osmotica
que existe en su interior, la misma cuando es alterada proporcion, presiones y

cambios osmoticos que llevan a la muerte de esta (Mimoune et al., 2021).

La penicilina-G es el representante genuino del grupo de los betalactamicos, los
que se comercializan desde la década de 1940, presentado una vida media de 4

horas y su aplicacion es via intravenosa, la tolerancia de esta familia de
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antibidticos es muy buena y solo el 10 % de los pacientes presentan alergias

verdaderas (hipersensibilidad) a los betalactdmicos (Gomez et al., 2015).

La penicilina muestra un efecto sinérgico con los aminoglucésidos, puesto que
la inhibicion de la sintesis del peptidoglicano permite que los aminoglucésidos
penetren la pared celular con mayor facilidad, permitiendo asi trastornos en la
sintesis de proteinas dentro de la region 16S de la célula bacteriana, hecho que
resulta en una concentracién menor de antibiético que la requerida para eliminar

al microorganismo susceptible (Ivanyuk et al., 2021).

o Farmacocinética: Después de su absorcién en aquellos sitios donde se
ha aplicado por via IM (intramuscular) o SC (subcutanea), la penicilina G tiene
buena distribucion, y queda en una conveniente proporcion 1:1 entre plasma y
tejidos. En la mayoria de las especies la unidn a proteinas es cercana al 50 %.
Se elimina principalmente por la orina por filtracion glomerular (80 %) y
secrecion tubular (20 %). La vida media es muy rapida: 1 hora o menos. Su gran
capacidad excretora en los animales hace que se comporte como un farmaco de

primer orden para infecciones bacterianas (Bedolla et al., 2017).
3.4.2. Cefalexina

La Cefalexina es un antibiotico betalactamico de primera generacion
perteneciente a las cefalosporinas con excelente actividad contra la mayoria de
las bacterias Gram positivas. Recomendada para el tratamiento mastitis
contagiosa y pododermatitis en ganado bovino. Fue aislada de cepas del hongo
Cephalosporium acremonium, en su estructura lo constituye el acido 7-
aminocefalosporanico que resultado la fusién del anillo betalactamico y
dihidrotiacinico, otorgandole mayor eficacia contra microrganismos
susceptibles, ya que las cefalosporinas no presentan retiro en la produccion de
leche (Buckley at al., 2022).

Debido a su baja toxicidad y buena actividad contra bacterias Gram positivas,
es usado para el tratamiento de infecciones respiratorias, urogenitales,
gastrointestinales, de piel y tejidos blandos en bovinos, porcinos, ovinos, y
caprinos, proporcionando una actividad bactericida dependiente del tiempo

(Katzung, 2017). Sus presentaciones comerciales incluyen cépsula, tabletas,
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jarabes, pomos y suspensiones para administracion oral, parentales e

intramamarios (Villalba & Lopez, 2017).

. Mecanismo de accion: se caracteriza por ser Bactericida, pues inhibe
la sintesis y reparacion de la pared celular bacteriana. Acttan a nivel de la pared
celular mediante una inhibicién competitiva, se unen a las proteinas ligadoras
de penicilinas (PBPs), imposibilitando que estas ejerzan su accion catalitica en
la unién y entrecruzamientos de las cadenas de péptidos glicanos que le confiere
la forma y rigidez de la pared celular bacteriana (Beccaria et al., 2021).

" La Cefalexina se une dentro de la membrana citoplasmatica bacteriana
a las enzimas encargadas de la sintesis de pared celular, lo que provoca la
inhibicion y muerte bacteriana, las bacterias han reaccionado desarrollando
mecanismo de resistencia que neutralizan su accion, en el caso de las
cefalosporinas el principal mecanismo esta a la ruptura del anillo betalactdmico
por la acciébn de enzimas betalactamasas comunmente denominadas
cefalosporinas, otros mecanismos es la sintesis de nuevas PBPs con menor

afinidad por los agente antibacterianos (Bedolla et al., 2017).

o Farmacocinética: se absorben rapidamente en el tracto gastrointestinal,
y presentan unos parametros farmacocinéticos similares a los otros
betalactamicos. A pesar de cefalexina monohidrato debe ser convertida al
clorhidrato en el estbmago antes de la absorcion en el intestino delgado, el grado
de absorcion para la base de cefalexina (monohidrato) y y el clorhidrato son
similares. (Tortora, 2016). en algunos estudios los pardmetros farmacocinéticos
hallaron que la coadministracion via oral de cefalexina produce un retraso en la

absorcion del antibidtico (Prados et al., 2017).
3.4.3. Resistencia de las bacterias a los Betalactamicos.

El mecanismo mas importante de resistencia a los antibioticos betalactamicos
en las bacteria es por la produccién de betalactamasas, como por ejemplo en las
Enterobacteriaceae que poseen betalactamasas cromosdmicas naturales,
probablemente derivadas de las propias proteinas fijadoras de penicilinas (PBP;
penicillin-binding protein), expresadas por los genes que codifican estas

enzimas, las cuales se pueden encontrar en el cromosoma o
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extracromosémicamente,  proporcionado métodos genéticos mdviles
(Plasmidos) que trasfieren a otras bacterias, de la misma familia o incluso a
distinto género (Takako et al., 2021).

Las betalactamasas de espectro extendido (BLEE) se definen como enzimas
capaces dé hidrolizar las penicilinas, todas las cefalosporinas (menos
cefamicinas) y las monobactamas, pero no a los carbapenemas, siendo asi que
en 1983 se descubrié en Alemania la primera enzima capas de hidrolizar las
cefalosporinas de amplio espectro, inaugurando el capitulo de las BLEE, siendo
esta de origen extracromosomicos conocido como Plasmido (Klibi et al., 2019).

Ademas de las BLEE clasicas de naturales plasmidica, algunos
microorganismos producen betalactamasas de origen cromosomico,
confiriendo la hiperproduccion de BLEE, aportando microorganismos muy
resistentes a los betalactamicos, incluso haciéndolos resistencia a las
cefalosporinas de espectro extendido, dentro de las enterobacterias que
producen estas betalactamasas de forma natural se encuentra; Yersinia

enterocolitica, Klebsiella oxytoca, Citrobacter koseri (Aboud et al., 2021).

Siendo de mucha importan su identificacion, para ello la mayoria de los
métodos descritos para detectar microorganismos productores de BLEE se han
disefiado para E. coli y Klebsiella spp, la cual se fundamenta en la inhibicion
de estas enzimas por el acido clavulanico u otros inhibidores de betalactamasa,
no se puede menospreciar la presencia del gen AmpC, con la cual se disefiados
métodos moleculares para la amplificacion de dichos genes que le confieren la

resistencia (Liu et al., 2018).

Figura 1. Produccion de Betalactamasa por parte de las bacterias.
Fuente: Hamon et al.(2021).
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3.5. Antibiéticos de la familia de las tetraciclinas.
3.5.1. Oxitetraciclina.

Las tetraciclinas constituyen una familia de productos naturales la cual
encontramos a la oxitetraciclina, es son derivados del Streptomyces spp., lo cual
tiene el mecanismo de inhibir la sintesis de las proteinas bacterianas mediante
la union a la subunidad ribosomal 30s de la bacteria, poseen un ndcleo de
estructura tetraciclica lineal compuesta de 4 anillos fusionados, los cuales
forman complejos quelantes con distintos cationes como es calcio, magnesio o
hierro, proporcionando la insolubilidad en el agua y dificulta su absorcion
(Velasquez et al., 2018).

En algunos estudios sobre la utilizacion de la oxitetraciclina se a evaluado la
eficacia contra parasito hematicos como los tripanosomosis bovina y sobre todo
en bacterias susceptibles a dicho farmaco, ya que nos ayuda por su efecto de
amplio espectro, dependiendo de la concentracion puede ser bactericida o
bacteriostatico, segun la necesidad y la intensidad de la infeccion (Echeverri et
al., 2020).

La Oxitetraciclina, antibiotico de amplio uso en medicina veterinaria, pertenece
al grupo de las tetraciclinas. Inhibe la sintesis de proteinas en la bacteria a nivel
ribosomal, para interactuar con su sitio blanco, debe atravesar uno o dos
sistemas de membrana, su paso es por difusion pasiva, presenta principalmente
una accion bacteriostatica frente a bacterias Gram positivas y Gram negativas,
asi como también frente a otros microorganismos tales como espiroquetas,

clamidias y rickettsias (Rodriguez, 2019).

Figura 2. Inhibicién de la sintesis proteinica bacteriana por parte de las
tetraciclinas
Fuente: Rodriguez, (2019).
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La clasificacion es de acuerdo con el orden de descubrimiento, propiedades
farmacocinéticas y el espectro de actividad antimicrobiana se puede dividir en:
primer generacién que son los menos lipofilicas y pobre absorcion en la que se
incluye a la oxitetraciclina, en seguin generacion presenta una mejor absorcion
y son 3 a 5 veces mas lipofilicas y la tercera generacion las cuales son analogos
semi-sintéticos obtenidos tras modificar la posicién 9 del anillo tetraciclico de

los compuestos de las generaciones antiguas (Madera, 2020).

Esto le da la habilidad para alcanzar el sitio de infeccion a una concentracion
eficaz y mantenerse en concentraciones sobre la minima necesaria para eliminar
0 inhibir el crecimiento bacteriano (CMI), también las propiedades
farmacocinéticas como es la union a proteinas plasmaticas, volumen de

distribucion aparente, metabolizacion etc. (Cornejo et al., 2021).

o Mecanismo de accion. Las tetraciclinas son antibidticos de accion
principalmente bacteriostatica. Esta accion estd mediada por una inhibicién de
la sintesis proteica bacteriana en el proceso de reproduccion y crecimiento
celular, al ligarse al ribosoma bacteriano 30S y evitar la llegada al complejo
aminoacil ARNt al sitio receptor (A) en el complejo ARNm-ribosoma (Castillo
etal., 2017).

La resistencia se produce principalmente impidiendo la unién del antibidtico a
la diana (Proteccion ribosomal) o mediante la expulsion del antibidtico al
exterior de la célula por medio de bombas (achique o effux), las cuales se
encuentra en genes que se localizan normalmente en elementos mdviles como
plasmidos, transposones conjugativos e integrones, portadores de los genes de
resistencia pueden transferirse a bacterias de las misma especie o de especies
diferente mediante conjugacién y trasformacion bacteriana, algunos de estos
genes son; (gene cassettes, tet y otr) los que confieren resistencia a las
tetraciclinas e incluso los integrones puede dar la resistencia a las bacterias a

otros antibidticos (Jiménez et al., 2020).

o Farmacocinética: Cuanto mayor es la liposolubilidad de una
tetraciclina, mayor es su velocidad e indice de absorcion, mayor sera su union

a proteinas plasmaticas y mas lenta su biotransformacién, y como consecuencia,
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méas prolongada su semivida biologica (Tortora, 2016). Las vias de
administracion pueden ser vias parentales, las concentraciones maximas séricas
depende de la dosis administrada con una union a las proteinas del 20 — 65 %,
se difunde ampliamente en todo los tejidos y liquidos por su gran
liposolubilidad, con buena concentracion en leche, con una semivida corta de

5-9 horas, se elimina por las heces (Garcia et al., 2022).
3.6.  Antibidticos de la Familia Aminoglucésidos.
3.6.1. Estreptomicina

La estreptomicina es el primer antibiético descubierto perteneciente al grupo de
los aminoglucosidos, se asilo por primer vez en 1943 del hongo Streptomyces
griseus por Albert Schatz, Elizabeth Bugie y Selman Waksman, su importancia
radica en ser el primer farmaco que se mostro activo contra la tuberculosis
(Garcia S. , 2021).

Es un antibidtico indicado en el tratamiento de las infecciones bacterianas de
los animales domésticos, causadas por gérmenes sensibles a la estreptomicina.
Actla sobre bacterias Gram negativas y algunas Gram positivas, es
recomendado para el tratamiento de mastitis por E. coli Entre los efectos
adversos se encuentra la toxicidad renal y auditiva, se cree que el dafio esta
asociado en parte a su lenta metabolizacion y su acumulacion en la corteza renal
(Tortora, 2016).

o Mecanismo de accion: su efecto bactericida reside en la inhibe la
sintesis proteica bacteriana a nivel de subunidad 30S ribosomal. Para ser
efectiva el ribosoma bacteriano debe estar realizando la lectura del RNA
mensajero, la subunidad ribosomal 30S esta conformado por 15 proteina, la cual
la estreptomicina se una a la proteina 10, lo cual provoca errores de lectura, lo
que finalmente perturba la proliferacidn proteica de la bacteria, ocasionando la

muerte de esta (Cuenca, 2015).

o Farmacocinética: Se distribuye en plasma extracelular y en multiples
tejidos del organismo, exceptuando el cerebro; asimismo alcanza solo

concentraciones muy bajas en liquido cefalorraquideo (LCR o cerebroespinal) en
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secreciones bronquiales y vaginales. La estreptomicina no penetra bien al interior

de las células, por lo que es un agente con efecto en contra de los bacilos

exclusivamente extracelulares. Los niveles séricos se mantienen altos por méas de

12 horas y su eliminacion se da principalmente por via renal-urinaria, observandose

que entre el 50-60% de farmaco se elimina sin cambio alguno (Katzung, 2017).

3.6.2. Gentamicina

La Gentamicina es un antibacteriano bactericida perteneciente al grupo de los
aminoglucésidos cuya accion antimicrobiana resulta de la actuacion sobre la
subunidad 30S de los ribosomas, impidiendo la sintesis proteica. Altera la fase
de iniciacion, perturbandose la ordenacion del ARN mensajero y provocando
una lectura incorrecta del cddigo genético por el ARN de transferencia,
trasfiriendo proteinas con mala secuencia (Rodriguez, 2019).

o Mecanismo de accion: La Gentamicina se une a la subunidad S30 del
ribosoma bacteriano, impidiendo la transcripcion del DNA bacteriano y, por
tanto, la sintesis de proteinas en los microorganismos susceptibles ocasionando
la muerte por una trascripcion inadecuada del DNA bacteriano (Vera et al.,
2020).

o Farmacocinética: Después de la administracion intramuscular, la
concentracion maxima se alcanza a los 30-60 minutos. La distribucion tisular
es amplia, pasando a higado, pulmoén, endometrio y parénguima mamario; no
alcanza el SNC ni la camara ocular. Traspasa la barrera placentaria (Castillo et
al., 2017).

3.6.3. Neomicina.

La Neomicina es un antimicrobiano de la familia de los aminoglucoésidos es
producido por el Streptomyces fradiae., aungue la biodisponibilidad después
de la administracion oral es pobre, es derivado de la 2-desoxiestreptamina, su
afecto bactericida se debe a la inhibicion de la sintesis proteica, activo frente a
bacterias Gram negativas y Gram positiva, tales como; Escherichia coli,

Streptococcus faecalis, Salmonella spp., Shigella spp. (Hidalgo et al., 2018).
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o Mecanismos de accion: La Neomicina tiene una accion bactericida,
inhibiendo la sintesis de proteinas bacterianas mediante su unidn irreversibles
a la subunidad ribosémica 30 S de las bacterias susceptibles, de igual manera
este antibiotico se trasporta de forma activa a la célula bacteriana donde se une
a receptores presentes en la subunidad ribosémica 30 S, esta union interfiere
con el complejo de iniciacion entre el ARN mensajero v la subunidad 30 S, da
como resultado la formacion de proteinas anormales no funcionales, debido a

la mala interpretacion del ADN (Maymo, 2018).
3.7.  Cultivo y Antibiograma.
3.7.1. Generalidades.

El cultivo se hace en el medio adecuado y con la temperatura idonea, por lo que
los gérmenes presentes en la leche se multiplican a las pocas horas en una
proporcion que llega a las 100.000 UFC, Las diversas bacterias muestran un
crecimiento distinto por lo que pueden diferenciarse entre si por su forma

fenotipica y caracteristicas visibles en el medio de cultivo (Bedolla et al., 2017).

Existen medios tanto generales como especificos utilizados para el crecimiento
e identificacion de los microorganismos, en este caso en particular las bacterias.
Si bien es cierto cada fabricante presenta en el producto sus recomendaciones
que hay que tomarlas en cuenta, hay que considerar una preparacion de medios

de referencia que sigue cada laboratorio (Duefias et al., 2021).
3.7.2. Antibiograma.

El antibiograma consiste en medir la sensibilidad de una cepa bacteriana que se
sospecha es la responsable de una infeccion a uno o varios antibioticos.
Ademas, por medio del antibiograma se determina la evolucion de las

resistencias bacterianas.

El estudio de la sensibilidad de los microorganismos a los antimicrobianos es
una de las funciones mas importantes de los laboratorios, su realizacion se
desarrolla mediante las pruebas de sensibilidad o antibiograma, cuyo principal
objetivo es evaluar en el laboratorio de la respuesta de un microorganismo a

uno o varios antibiéticos (Nieves et al., 2022).
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El antibiograma define la actividad in vitro de un antibiético frente a un
microorganismo determinado y refleja su capacidad para inhibir el crecimiento
de una bacteria o poblacion bacteriana, la farmacologia del antimicrobiano, en
particular en el lugar de la infeccion y los aspectos clinicos del paciente y su
infeccion, los puntos de corte epidemiolégicos (ECOFF) pueden estimarse
empleando procedimientos estadisticos, son conceptualmente e invariables, no

dependen de la dosis del antimicrobiano (Martinez & Porras, 2021).

Usualmente se utiliza el agar de Mueller-Hinton en las pruebas de sensibilidad
de microorganismos aerdbicos de répido crecimiento. Cuando se trata de
estreptococos u otros microorganismos exigentes, se le afiade al Mueller-
Hinton, 5% de sangre desfibrinada (Bedolla et al., 2017).

La seleccion de principios activos a probar dependera de: la disponibilidad de
productos comerciales en el mercado local, la legislacion del pais sobre uso de
antibioticos, el tipo de microorganismo aislado, si es para vaca en lactancia o
en el periodo seco y si se va a usar via parenteral o via intramamaria. En una
caja de Agar de 100 mm de didametro se pueden colocar seis discos (6 mm)
como maximo (CLSI, 2020).

3.7.2.1. Método de disco difusion.

Este es un método cualitativo, que se caracteriza por ser facilmente
estandarizado y que estd indicado para microorganismo no exigente de

crecimiento rapido de una muerta clinica (Bonoso et al., 2021).

Se debe realizar un cultivo puro para poder comenzar el estudio de la
sensibilidad antibidtica, para esto se utiliza la técnica de aislamiento en placas
que contenga un medio adecuado para la cepa en estudio, para la cual se deben
otorgar las condiciones atmosféricas especificas de esa cepa, el antibiograma
por disco difusion basado en el trabajo de Kirby-Bauer, es uno de los métodos
que el CLSI recomienda para determinar la susceptibilidad antimicrobiana de

bacteriana causantes de una enfermedad (Martinez & Porras, 2021).

El fundamento consiste en que el método de disco difusién deposite en la
superficie de una placa de agar MH (Mueller-Hinton) previamente inoculada

con el microorganismo, discos de papel de filtro impregnados con los diferentes
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antibidticos, tan pronto el disco impregnado en antibiotico se pone en contacto
con la superficie himeda del agar, el filtro absorbe agua y el antibiotico difunde
por el agar, formandose un gradiente de concentracion. Transcurridas las 18 —
24 horas de incubacion, los discos pueden o no aparecer rodeados por una zona
de inhibicidn, esto en dependencia de la susceptibilidad del aislado (Mamani et
al., 2019).

Discos de antibiotico: los discos deben mantenerse en el freezer o en el
refrigerador para que se mantenga la actividad del antibidtico, deben ser
secados una o dos horas antes del uso. El patron de turbidez para estandarizar
la densidad del indculo se usa una suspension de sulfato de bario como estandar
de turbidez que corresponde a un 0,5 de nefeldémetro de McFarlan (Larrosa et
al., 2020).

La densidad se corrobora con un espectrofotometro, luego de preparado el
patrén de turbidez se distribuye en tubos de ensayos. Estos deben ser guardados
a temperatura ambiente y proteger de la luz, lo cual esto corresponde a 1.5 x
108 UFC/mL (Martinez & Porras, 2021).

3.7.2.2. Concentracion minima inhibitoria (CMI).

Estos son métodos son para el estudio de la sensibilidad antibidtica; estos
métodos pueden clasificarse en métodos cuantitativos y cualitativos, en los
cuales los cuantitativos son aquellos procedimientos que permiten determinar
la concentracion inhibitoria minima (CMI) y la concentracion bactericida
minima (CBM) (Takako et al., 2021).

La CMI, o concentracion minima inhibitoria, es la concentracién mas baja (en
pug/mL) de un antibiético que inhibe el crecimiento de una determinada cepa
bacteriana. Un método cuantitativo de prueba de sensibilidad, que ofrezca una
CMI, ayuda a determinar qué clase de antibidtico es méas eficaz. Esta
informacion puede conducir a la eleccion adecuada de un antibiotico, lo que
aumentara las probabilidades de éxito del tratamiento y ayudara en la lucha para

frenar la resistencia a antibioticos (Katzung, 2017).

El valor critico y el intervalo de dilucion son distintos en funcién del farmaco

y la especie bacteriana (véase la tabla de la pagina siguiente). Por tanto, la
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comparacion entre las CMI de diferentes antibidticos no debe basarse solo en
el valor numérico, sino en la diferencia que hay entre la CMI y el valor critico
(Méndez et al., 2019).

3.7.3. Punto Critico de Resistencia Microbioldgica (Punto de corte).

El punto de corte o punto critico se define como la concentracién méas baja de
antibiotico que inhibe la “poblacidon mas sensible” (que carece de mecanismos
de resistencia)” Pero no todas las cepas presentan la misma Concentracion
Minima Inhibitoria (CMI) aunque estén agrupadas en la representacion gréfica.
Por tanto, tacitamente se admite que la PCRM es la concentracion que inhibe el
95% de las cepas del primer pico de la grafica. El otro 5% serian dudosas
(Morales et al., 2020).

Los organismos se clasifican de acuerdo a su resistencia farmacolégica como

se describe a continuacion:

. Sensibles: Cuando la concentracibn minima inhibitoria de un

antibiotico para una bacteria se puede conseguir in vivo con dosis terapéuticas.

o Resistentes: Cuando el microorganismo no es inhibido por las

concentraciones que normalmente se pueden obtener en el sitio de la infeccion.

o Intermedios: Cuando las bacterias se inhiben con concentraciones que
no se alcanzan con dosis habituales, pero que pueden alcanzarse con dosis mas

altas sin que sean toxicas. Fuente: (Sanchez et al., 2018).
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CAPITULO IV

\VA MARCO METODOLOGICO

4.1. Ubicacion de la investigacion.

4.1.1.  Lugar de investigacion.

La toma de muestras se la realizo en las fincas de los afiliados a la Cooperativa
Agropecuaria “La Colina” y en el centro de acopio de leche cruda perteneciente
a dicha entidad, ubicada en el recinto San Pedro en el noroccidente de la
provincia de Pichincha y la fase de laboratorio se realizar6 en el laboratorio
general, de la facultad de Ciencias Agropecuarias Recursos Naturales y del

Ambiente perteneciente a la Universidad Estatal de Bolivar.

Tabla 1 Lugar de la investigacion.

Fase de campo.

Pais Ecuador
Provincia Pichincha
Cantdn San Miguel de los Bancos
Parroquia San Miguel de los Bancos
Recinto San Pedro Km 18 Via Los Bancos -Valle

Hermoso

Fase de laboratorio

Pais Ecuador
Provincia Bolivar
Canton Guaranda
Sector Via Guaranda — San Simon Km 1 %

Elaborado por: Mazén & Mazdn, (2022).
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4.1.2. Situacion geografica.

Tabla 2 Situacion geogréfica del lugar de la investigacion.

Parametros San Miguel de los Bancos
Altitud 655 m.s.n.m.
Latitud 18.4855
Longitud -69.8731
Temperatura maxima 30°C
Temperatura minima 14°C

Temperatura media anual | 22,9°C

Precipitacion media anual | 3000 a 4000 mm

Humedad relativa (%) 58% la minima y 100% la maxima

Fuente: INAMHI (2019), Gad San Miguel de los Bancos (2021).

4.1.3. Zonade vida

El canton San Miguel de los bancos esta ubicado en el ecosistema de bosque

nublado, bosque subtropical y bosque humedo tropical (INEC, 2000).

De acuerdo con la sistematizacién de zonas de vida publicados por Leslie

Holdridge, el canton Guaranda corresponde a la formacion Bosque Humedo

Montano Bajo (B.h.m.b) (Holdridge, 1967).
4.2.  Material experimental
. 51 cepas bacterianas aisladas.

4.2.1. Material de oficina

. Computadora
. Papel bond tamafio A4
. Lapices, esferograficos y rotuladores
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Libreta de apuntes
Cinta

Tijeras

. Material de campo

Sogas

Botas

Overol

Raqueta de examinacion de fondo negro
Papel periodico

Pisetas

Jeringa

. Equipos de laboratorio

Estufa (Biobase, BOV-V30F, China)

Balanza analitica (OHAUS, Scout Pro SP 2001, China)
Incubadora (Memmert, Alemania)

Camara de flujo laminar (Biobase, BBS-H1800, China)
Agitador vortex (DLAB, MX-S, China)

Microscopio eléctrico convencional (Amscope, USA)
Centrifuga (BEILI CENTRIFUGE, DT5-6A (3), China)
Microondas (Indurama, MWI-28VL, Ecuador).
Micropipetas 10-100 ul. (DLAB, YM5D077650, China)
Micropipetas 0.1-1 ul. (TOPSCIEN, SO01N809, Germany)
Tubos Vacutainer (Vacutech, Lot. 01610049, Ecuador)
Refrigerador (Biobase, China)

Cuenta Colonias (Amscope, USA)
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4.2.4. Material de laboratorio

. Vasos de precipitacion
. Probetas

. Cajas Petri.

. Baldn de aforo

. Pipeta Pasteur

. Matraz Erlenmeyer

. Cinta Testigo.

. Papel aluminio.

" Papel Film de cocina
" Papel Craft.

" Tubos Eppendorf.

" Crioviales.

" Puntas para pipetas.
" Hisopos.

" Mechero

" Gradillas

. Tubos de ensayo

" Jarra de anaerobiosis
" Parafilm.

4.2.5. Reactivos

. Blood Agar Base sangre 500g (Difco, Lot.0237250, USA).
. Agar tripticasa soya 500g (Difco, Lot.1153604, USA).

. Sangre de oveja.

. Agar MacConkey 500g (Difco, L0t.9364856, USA).



Agar Eosin Methylene Blue (EMB) 500g (Difco, Lot.0286056, USA).
Agar Sal Manitol (REF: CMO0085, LOT: 3289843).

Agar Mueller Hinton 500g (Difco, LOT: 0294294, USA).

Agar Triple Sugar Iron (TSI) 5009 (Criterion Hardy, USA)

Agar Citrato de Simon’s 5009 (Difco, Lot.9302976, USA).

Clado MR-VP (Broth) 500g (Difco, Lot.0286583, USA).

Agua peptona (Acumedia, Lot. 1075962 USA).

Perdxido de hidrogeno (lira, Ecuador)

Tiras de oxidasa (OxiStrips, Lot.485435, USA)

Kit de tincion de Gram.

Plasma sanguineo

Reactivo de Kovac’s (LABO CHEMIE, Lot. LM11071813, India).
Rojo de Metilo (TM MEDIA, C.1.13020, India).

Alfa Naftol 6%. (Novachen, Ecuador)

Hidroxido de potasio (KOH) 40%

Etanol 96%.

Agua Destilada.

Escala de turbidez McFarland 0.5 (USGS, USA)

Discos de Penicilina G 10ug (BBL, Lot.0118222, USA)

Discos de Gentamicina 10ug (BBL, Lot.1056694, USA)

Discos de Neomicina 30ug (Bioanalyse, Lot.211111C, Turquia)
Discos de Estreptomicina 10ug (Oxoid, Lot.3174305, Reino Unido)
Disco de Cloxacilina 1ug (Bionalyse, Lot.210810N, Turquia)
Discos de Cefalexina 30ug (Bioanalyse, Lot.210810N, Turquia)

Discos de Oxitetraciclina 30ug (Oxoid, Lot.2990807, Reino Unido)
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" Discos de antibi6ticos en blanco (Oxoid, Lot. 3337882, Reino Unido).

. Antibidtico Gentamicina 160 mg. (Farmionni, Lot. 1361199, Colombia).

" Antibiotico Cefalexina 500mg (Medigener, Colombia).

" Antibiotico Oxitetracilina 200mg (MK, lot.1R0712B, Colombia).

. Antibidtico Penicilina (Benzatina L-A, Ecuador).

" Antibiotico Neomicina (Medigener, Colombia).

" Antibiotico Estreptomicina (Medigener, Colombia).
" Antibiotico Cloxacilina (Wexford, Turquia)

" California Mastits Test 1000 mL. (Life, Lot.2101216, Ecuador)
43. METODOS

4.3.1. Factores en estudio

Para el analisis de susceptibilidad de las bacterias aisladas de mastitis bovina frente

a los antimicrobianos en estudio a las concentraciones propuestas, se tomé en

consideracion los diferentes factores.

43.1.1. Factor A

o Al= Patogeno aislado
43.1.2. Factor B

. B1= Penicilina

. B2= Cefalexina

. B3= Cloxacilina

. B4= Gentamicina

. B5= Neomicina

o B6= Estreptomicina
J B7= Oxitetraciclina

36



4.3.2. Combinacion de factores (tratamientos)

Tabla 3 Descripcion de factores

Tratamiento | Cddigo del Descripcion
tratamiento

1 albl Patdgeno aislado + Disco antibidtico de
Penicilina (5ug, 10u y 30 pg)

2 alb2 Patdgeno aislado + Disco antibidtico de
Cefalexina (5ug, 10p y 30 pg)

3 alb3 Patdgeno aislado + Disco antibidtico de
Cloxacilina (1 pg, 5uy 10ug)

4 alb4 Patdgeno aislado + Disco antibidtico de
Gentamicina (5ug, 10y 30 pg)

5 alb5 Patdgeno aislado + Disco antibidtico de
Neomicina (5ug, 10y 30 pg)

6 alb6 Patdgeno aislado + Disco antibidtico de
Estreptomicina (5ug, 10py 30 pg)

7 alb7 Patdgeno aislado + Disco antibidtico de
Oxitetraciclina (5ug, 10py 30 pg)

Experimental: Mazon & Mazon, (2022)

4.3.3. Tratamientos

Tabla 4 Subdivision de los tratamientos planteados en la investigacion.

Tratamiento

Descripcion

T1 Patdgeno aislado + Disco antibidtico de Penicilina
(5ug, 10p y 30 pg)

T2 Patdgeno aislado + Disco antibidtico de Cefalexina
(5ug, 10p y 30 ug)

T3 Patdgeno aislado + Disco antibiotico de Cloxacilina (1
Mg, Sy 10ug)

T4 Patdgeno aislado + Disco antibiético de Gentamicina
(5ug, 10p y 30 ug)

T5 Patdgeno aislado + Disco antibiotico de Neomicina
(5ug, 10p y 30 ug)

T6 Patdgeno aislado + Disco antibiotico de Estreptomicina
(5ug, 10p y 30 ug)

T7 Patdgeno aislado + Disco antibidtico de Oxitetraciclina

(5ug, 10p y 30 g)

Experimental: Mazén & Mazdn, (2022).
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4.3.4. Tipo de Disefio.

Para la presente investigacion se utiliz6 el siguiente modelo estadistico y disefio

experimental:

o Disefio de Bloques Completamente al Azar

(DBCA), con el siguiente

modelo matematico: Yij = p+ YBLOQUES +ti+ tj+ + €ij.

o Prueba de Tukey al 5%, cdmo comparativa de las medias de los tratamientos

434.1. Caracteristicas numéricas del disefio.

Tabla 5 Caracteristicas numéricas del disefio.

Numero de tratamientos (7) x (3 concentraciones) 21
Numero de repeticiones 51
Tamano de la unidad experimental 100 g
Numero de aislados totales 51
Numero total de analisis 1071

Experimental: Mazdn & Mazdn, (2022).

4.3.4.2. Analisis de varianza (ADEVA).

Tabla 6 Analisis de varianza (ADEVA).
Fuente de Variacion Grados de libertad
Total (t*r)-1 1070
Tratamientos (Tto - 1) 20
Bloque (Repeticiones — 1) 50
Error Experimental (Gl total — Gl Tto) 1050

Experimental: Mazdn & Mazdn, (2022).

38



4.3.5. Datos tomados.
4.35.1. Prevalencia de la mastitis.

La prevalencia se determiné mediante el registro de animales positivos a mastitis
del nimero total de animales de un lote en cuestion, para lo cual se utilizd la

siguiente formula:

% P lenci Numero de casos afectados por la enfermedad 100
revalencia = X
0 Numero total de la poblacién

Fuente: Alvarado et al. (2019).

4.3.5.2. Variables Antimicrobianas
4.35.2.1. Sensibilidad.

Es la incapacidad de un agente patogeno de resistir al mecanismo de accion de un
farmaco a una concentracion determinada. Es una variable de tipo independiente y
se mide en base los halos de inhibicion (mm), para el establecimiento de los criterios
de susceptibilidad se toma en cuenta las guias (CLSI, 2020), el documento
(VETO1S, 2020) y (EUCAST, 2022), los cuales indican por medio de los puntos de
corte si las especies bacterianas aisladas en esa zona agroecoldgica especifica son

susceptibles o resistentes (Larrosa et al., 2020).
4.3.5.2.2. Resistencia

Es una herramienta facultativa que tienen ciertos patdgenos de soportar el
mecanismo de accion de un farmaco (antibiotico) evitando asi que este pueda
inhibir su crecimiento o multiplicaciéon o a su vez eliminarlo. Es de tipo
independiente y se mide el halo de inhibicién (mm), para ello se baso en los puntos
de corte establecidos por la CLSI y EUCAST, ya que permitira determinar si el
aislados de esa zona agroecoldgica es resiste a los antibidticos en estudio. (Bautista
et al., 2018)

4.35.2.3. Concentracion del farmaco

Es la cantidad requerida del farmaco en estudio, impregnada en un disco de papel
filtro de celulosa. Considerada una variable de tipo dependiente utilizada para la

medicion de las concentraciones minimas requeridas para inhibir el crecimiento de
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una cepa bacteriana (CMI), en este contexto, para la investigacion se plantearon 3

concentraciones: 5 ug, 10 ug y 30 pg.

4.3.5.3. Variables de la identificacion bacteriana.

4.3.5.3.1. Pruebas Bioquimicas.

En la presente investigacion se confirmd las bacterias causantes de la mastitis por
medio de pruebas bioquimicas, en donde se pudo determinar el género y las
especies involucradas, para ello se clasifico tanto para las Gram + como para las

Gram -, conforme los siguientes métodos (tablas 8 y 9):

Tabla 7 Perfiles bioquimicos de identificacion de bacterias Gram negativas

aisladas de mastitis bovina.

Prueba | Fer. Lac | Cata. | Oxidasa | Indol | Rojo V.P. | Citr. | TSI

CR e (e |6 [MED e e | e

Aislados (--)

E. coli. + - - + + - - I+

Klepsiella + - -+ |-V + + -+
spp.

Citrobacter | +V + - - + - |+
spp.

Fuente: Tiller, (2017) / V. P.: Voges Proskauer. TSI: Triple Sugar Iron V: variable.

Tabla 8 Perfiles bioquimicos de identificacion para bacterias Gram positivas
aisladas de mastitis bovina.

Prueba Coagulase | Catalasa | Oxidasa | Fermentacion | Patron de
(+1-) (+1-) (+1-) del manitol. | Hemolisis
Aislados
S. aureus. + + - + Beta
Bacillus spp. - + -/+ -V Beta
Staphyloccocus | - + + \/ \/
Spp

Fuente: Tiller, (2017).
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4.3.6. Procedimiento.

4.3.6.1. Estimacion de la presencia de mastitis en leche mediante la
utilizacion de CMT (California Mastitis Test) en campo y el conteo de
bacterias totales (CBT) del tanque de almacenamiento de la leche en estudio

como métodos diagnosticos.

Se realizd la exploracion fisica de cada uno de los animales al momento del ordefio,
para determinar de signologia patoldgica especifica a nivel del sistema mamario,
buscando alteraciones fisicas en la leche y anatomicas a nivel de ubre, para
posteriormente aplicar el CMT (California Mastitis Test) que nos permitan discernir
entre aquellos animales que padecen mastitis de los sanos. Este método se

fundamente en predecir relativamente el nimero de células somaticas.

El CMT (California Mastitis Test) es un detergente con un indicador de pH, este
permite romper las paredes externas de cualquier célula, procediendo a la
agrupacion proteica 'y gelificacion formando una solucién viscosa,
metodologicamente esta operacion consiste en aplicar el CMT a una relacion de
2:1, 2 mL de leche y uno de reactivo CMT (Balemi et al., 2021).

Para ello se realizd el procedimiento descrito por Maldonado et al. (2022)

o Limpieza en seco de los pezones

Desinfeccidn de los pezones (Solucion yodada 10%)

o Secado de los pezones con papel periodico
o Despuntado y descarte de los primeros chorros de leche
o Colecta de 1 a 2 mL de leche en los pocillos de la raqueta de examinacion

o Colocacion de 2 a 4 mL de reactivo CMT (California Mastitis Test)

o Se realiza movimientos circulares de la solucion y se espera 2 min.
o Evaluacion del grado de gelificacion de la muestra
o Registro de los resultados.
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El conteo de bacterias totales (CBT), se analiz6 del tanque de enfriamiento donde
se almacena la leche a 8°C y del tanque del carro recolector la cual se encontraba a

temperatura ambiente.

Este analisis permite determinar la cantidad de bacterias mesofilas presentes en la
leche cruda, el ensayo fue realizado mediante citometria de flujo, la cual se
fundamenta basicamente para establecer la calidad microbiol6gica o determinando
el nimero de UFC/mL de leche cruda a través del conteo individual de bacterias
(IBC/mL.) este método diagndstico proporciona informacion general de la calidad
higiénica del producto ademas de las condiciones del proceso de obtencion de esta,
se basa en la dispersion de luz y fluorescencia de una marcador de ADN bacterial.
(Contero et al., 2021).

Este ensayo fue estipulado por la normativa ISO 16297 IDF 161/2013 (LCL-PE-03
para CBT) en el laboratorio de calidad de leche de la Universidad Politécnica
Salesiana ubicada en la ciudad de Cayambe, Ecuador, para esta determinacion se

realiz6 mediante el protocolo sugerido por Contero et al., (2019).

o Obtencion de envases estériles de 20 mL + comprimido de azidiol

o Colecta de la muestra (20 mL) de leche del tanque refrigerado a 8°C

o Colecta de la muestra (20mL) de leche del tanque del carro colector

o Etiquetado y codificacion de la muestra tomada

o Transporte de la muestra al laboratorio de la UPS

o Proceso Y registro de los resultados obtenidos mediante citometria de flujo
4.3.6.2. Establecimiento de la tasa de prevalencia de mastitis en las

fincas de los afiliados a la cooperativa.

En la presente investigacion se determiné la prevalencia de la mastitis siendo esta
un concepto estadistico usado en epidemiologia, para planificar la politica sanitaria
de un establecimiento lechero y saber la casuistica de una patologia. (Avellanetal.,
2019). La prevalencia se determind mediante el registro de animales positivos a

mastitis del nimero total de animales de un lote en cuestion.
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4.3.6.3. Aislar patégenos nocivos a partir de leche de vacas positivas

para mastitis bovina.

En este plan de trabajo se dividié en dos partes de la investigacidn, una que consiste
en el aislamiento (Obtencion de bacterias) y otra en la identificacion bacteriana.

> Aislamiento bacteriano.

" Consecuentemente, después de haber identificado una vaca con mastitis
clinica o subclinica, se recolecté una muestra del cuarto afectado, esto solamente
de aquellas vacas que no han recibido un tratamiento antibiético intramamario o
sistémicos, iniciando con la desinfeccion del pezon con alcohol etilico al 70%,
posteriormente se realizd el despunto y descarte de los dos primeros chorros de
leche de cada cuarto, y, consiguientemente se tomé una muestra de leche en un
tubo de ensayo, preferiblemente que este sea de tipo conico de tapa rosca, se
etiquetd con el numero de identificacion del animal y el cuarto de donde fue
extraida la muestra y se guarda en un cooler de refrigeracion a una temperatura de
4 a 8 °C (National Mastitis Council, 2017).

" Posteriormente se analizo la muestra en el laboratorio, donde se inicio
llenando las hojas de registro, anotando el cddigo de identificacion que etiquetan
la muestra para poder saber la procedencia y trazabilidad a la hora de emitir los

resultados que se obtuvieron.

" Imprescindiblemente primero se enriquecid el sustrato en donde se
encuentran suspendidos los microorganismos, para ello se debe preparar un
volumen determinado de agua peptona (Acumedia, Lot. 1075962 USA) el cual
estara en dependencia del nimero de muestras a analizar, para ello se suspendio 11
gramos del sustrato en polvo en un litro de agua destilada, se siguid las
recomendaciones dadas por el fabricante para la preparacion completa del caldo,
posteriormente, trascurrido este procedimiento se procedi6 a pipetear 9 mL para el
empagque del caldo en tubo de tapa rosca, y se dejo enfriar hasta que la temperatura
disminuya a los 40°C, adicionalmente se pipetié6 1 mL de leche dando la relacién
final de 9:1; es decir 9 mL de agua peptona y 1 mL de leche positiva a mastitis, se

procedio6 a incubar, por un periodo de 24 horas a 37°C.
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" Transcurrido el tiempo necesario de incubacion, a continuacion, se realizo
la siembra con las muestras que fueron previamente enriquecidas, para lo cual se
tomé 100 uL de la muestra enriquecido y se agregé a los medios de cultivos. En el
contexto de la investigacion se trabajé con el agar MacConkey (Difco,
Lot.9364856, USA) para el aislamiento de bacterias Gram negativas y para aislar
Gram positivos el agar base sangre (Difco, Lot.0237250, USA) con el
adicionamiento del 5% de sangre de oveja.

" Como siguiente, paso se procedié al duplicado y triplicado del cultivo
inicial, con el fin de establecer la purificacion o separacion de la cepa bacteriana
que causa la mastitis, se realizd con la ayuda de la técnica de triple estriado. La
siembra por estria permite aislar las bacterias que dan lugar a colonias separadas
que posteriormente permiten la transferencia a medios de cultivo nuevos, esto para
la obtencién del crecimiento bacteriano de una sola cepa en un medio de cultivo
(Tille, 2017).

" Posterior a este procedimiento de inoculacion del medio de cultivo presente
en la caja Petri, se procedio a someter a un periodo de incubacion durante 24 horas
a una temperatura de 37°C, esto para favorecer el crecimiento de un solo género y

especie bacteriana.

" Una vez que se aislaron los patdgenos causantes de mastitis bovina, se pudo
obtener colonias bacterianas de caracteristicas fenotipicas uniformes y especificas
de un agente bacteriano en cuestion, para su posterior identificacion mediante
pruebas bioquimicas poniendo en manifiesto una ruta metabolica determinada para

cada microorganismo, permitiendo asi crear un perfil de identificacion.
" Identificacion de la bacteria

Para el procedimiento de identificacion de las bacterias causantes de mastitis, se
tuvo en cuenta las rutas metabdlicas de nutricion bacteriana y fermentacion de
azucares a mas de los indicadores colorimétricos y de crecimiento homogéneo
presentes en cada medio selectivo y diferencial, aspectos morfoldgicos vy

fenotipicas de las bacterias en estudio.
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De manera practica para discernir en la identificacion de bacterias Gram negativos
se uso el agar MacConkey (Difco, Lot.9364856, USA) y el agar Eosin Methylene
Blue (EMB) (Difco, Lot.0286056, USA).

Para la identificacion de las bacterias Gram positivos como el Staphylococcus
aureus se utilizé el agar Sal Manitol (Oxoid, REF: CM0085, LOT: 3289843,
Reino Unido) y agar Tripticasa Soja (Difco, Lot.1153604, USA), los cuales
resultaron ser una herramienta imprescindible que estimulo el crecimiento selectivo
de un género especifico de bacteria, para asi tener en primera instancia un criterio
de reconocimiento bacteriano y usar eficazmente los recursos para su consecuente
identificacion.

o Pruebas Bioquimicas.

= Pruebas IMVIC

Es una serie de pruebas que agrupa las determinaciones de: Indol, Rojo metilo,

Voges-Poskauer (VP) y la fermentacion de Citrato.

" Ya obtenidos los cultivos bacterianos, se procedio a la preparacion de los
medios especificos para la elaboracién de estas pruebas, que consistio en la
utilizacion de agua peptonada (Acumedia, Lot. 1075962, USA), caldo MR-vP
(Difco, Lot.0286583, USA), y Agar citrato de Simon’s (Difco, Lot.9302976,
USA). Los procedimientos de preparacion y empaquetado de estos medios se
realizaron segun las recomendaciones del fabricante. Donde posteriormente se

procedio a verter 5 mL en tubos de ensayo de 15 ml, en el siguiente orden:

. Tubo con 5 mL de agua peptona para la prueba de indol.

. Tubo con 5 mL de caldo MR-VP para la prueba Rojo de metilo.

. Tubo con 5 mL de caldo MR-VP para la prueba de VVoges-Proskauer.
. Tubo con 5 mL de agar citrato de Simon’s inclinado.

Se procedid a la inoculacion de los medios de cultivo antes mencionados para la
determinacion IMVIC, objetivamente se considero para esto un cultivo previamente

incubado a 37° C durante 24 horas.
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" Posteriormente se inicié a empacar en recipientes reservorios con gotero los
siguientes reactivos: Reactivo de Kovac’s (LABO CHEMIE, Lot. LM11071813,
India), Rojo de Metilo (TM MEDIA, C.1.13020, India) y Alfa Naftol 6%.

(Novachen, Ecuador).

" Indol: para esta prueba se utilizé el reactivo de Kovacs (LABO CHEMIE,
Lot. LM11071813, India) a una proporcion de 5 gotas en el primer tubo que
contiene agua peptona con una suspension bacteriana. Al afiadir el reactivo dentro
de 20 minutos se puede observar la reaccion en el tubo donde se forma un anillo de
color rojo [positivo (+)], mientras que un anillo de color amarillo es [negativo (-)].
Estrictamente debido a que la bacteria inoculada previamente trasforma la
triptofanasa en piruvato e indol (Fernandez, 2021).

" Rojo metilo: para esta prueba se utilizé el reactivo rojo de metilo 0.1
gramos (TM MEDIA, C.1.13020, India) los cuales se diluyeron en 1500 ml de
metanol 96%, finalmente se aplicaron 5 gotas en el segundo tubo que contiene una
suspension bacteriana en caldo MR-vP (Difco, Lot.0286583, USA), dentro de unos
minutos se observd la reaccion de fermentacion acido mixta produciendo acidos
(acético y férmico), siendo considerado como positivo (+) la presentacion de una
coloracion roja del medio debido a la bajada de pH, mientras que una coloracion

amarilla o ningin cambidn es negativa (-) (Lopez & Pérez, 2019).

" Voges-Proskauer: para esta prueba se utilizo los siguientes reactivos; Alfa
naftol 6%. (Novachen, Ecuador) e hidroxido de potasio (KOH 40%), siguiendo la
cronologia de los tubo antes mencionados, para esta prueba es tomo el tercer tubo
que contiene caldo MR-vP con una suspensidn bacteriana y se le afiadié 5 gotas de
alfa naftol 6%, mas 5 gotas de KOH 40%, posteriormente se dejo reposar por 20
minutos para observar la siguiente reaccidn; detectando la presencia de un precursor
del butanodiol que es la acetoina, la cual en presencia del oxigeno se oxida a
diacetilo, esta reaccidn provoca un coloracion roja [positivo (+)] al interactuar con
los restos guanidinicos de algunos aminoacidos de la peptona del medio, mientras

que una coloracién amarilla o ninguna es [negativo (-)] (Bauzad et al., 2019).

. Citrato: estd prueba se fundament6 en la utilizacion del agar citrato de
Simon’s (Difco, Lot.9302976, USA), donde se colocd 5 mL del medio en un tubo
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de tapa rosca y luego se inclind el tubo aproximadamente a 30°, posteriormente a
ello cuando el medio se ha solidificado se sembré la bacteria en la superficie y se
incub6 por 24 horas a 37 °C (Kusumawaii et al., 2020).

El piruvato puede entonces entrar en el ciclo metabdlico del organismo para la
produccion de energia bacteriana en forma de ATPasa, el principio de este ensayo
es poder identificar las bacterias que usan el citrato y lo convierten en fosfato de
amonio y amoniaco e hidréxido de amonio, cambiando el pH alcalino, de color azul
considerado como [positivo (+)] y verde como [negativo (-)] (Joseph &
Kalyanikutty, 2022).

o Prueba de Triple Sugar Iron (TSI)

Retdricamente al igual que el anterior ensayo consiste en determinar la expresion
de una o mas rutas metabdlicas de las bacterias, para ello se procedid a la
preparacion del agar Triple Sugar Iron (TSI) (Criterion, Lot:488618, USA), se
utilizo la cantidad de 5 mL en tubos de ensayo de tapa rosca, se dejo gelificar en
forma inclinada a 30°, esta prueba se caracteriza por que el medio debe ser picado

en el fondo y sembrado en la superficie (Masi et al., 2021).

o Una vez realizada la siembra se procedio a incubar durante 24 horas a 37 °

C, para poder determinar las siguientes reacciones:

a) Parte central acido (amarillo): glucosa fermentada, Bisel acido (amarilla):

lactosa y/o sacarosa fermentada.

b) Parte central &cido (amarilla) glucosa fermentada, bisel alcalino (rojo) lactosa

y/o sacarosa no fermentada.

c) Parte central alcalino (rojo) y bisel alcalino (rojo): ninguna de las pruebas

glucidos es fermentada.
d) La aparicion de burbujas en la parte central indica que produce gas.

e) La apariencia de un color negro en el medio indica la produccion de acido
sulfhidrico y sumado a esto, se evidencia un caracteristico olor alcantarilla, ya que

el tiosulfato de sodio es el sustrato para la produccién de acido sulfhidrico.

Fuente: Chauhan & Jindal. (2020).
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. Oxidasa

Para esta prueba se utilizé una placa de cultivo previamente incubado por 24 horas
a 37 ° C, donde se tomo el in6culo (una asada del cultivo) y se coloco sobre las tiras

de oxidasa, después de unos minutos observaremos la reaccion:

se tifie de color purpura oscuro, la cual es considerado como positivo (+), ningun

cambio en la coloracion indica una prueba negativa (-).
. Catalasa

En esta prueba se utilizo el reactivo peroxido de hidrégeno al 3%, lo que consistio
en tomar una colonia bacteriana con el asa previamente esterilizada y ponerla sobre
un portaobjeto, posteriormente se le afiade unas gotas de peroxido de hidrégeno y
se espera la reaccion (Derdak et al., 2021).

La reaccion de la prueba se observa una reaccion burbujeante en el portaobjeto se
considera positiva (+), y la falta de catalasa es la debilidad de la burbuja siendo esta
negativa (-) (Wu et al., 2020).

o Coagulasa

Esta prueba es especifica para la identificacion de Staphylococcus aureus, ya que
es el unico capaz de producir un coagulo a partir del plasma, por lo tanto, a

continuacion, se detalla el procedimiento de la prueba (Bano et al., 2020).

Se recolecté sangre de conejo en tubos Vacuntainer tapa lila que contiene
anticoagulante (EDTA), posteriormente se dejo reposar por 30 minutos la muestra,
a continuacion, se llevo a la centrifuga, donde se centrifugé por 5 minutos a 3000
rpm (Ravahatra et al., 2019).

Posterior a eso con la ayuda de la micropipeta se recolecto todo el plasma que se
logré obtener de las muestras de sangre, para ello se vertio en tubos Eppendorf 0.5
mL de plasma, posteriormente se realiz6 la suspension de la bacteria que se

sospecha que es S. aureus.

o Se sometid a incubacion por un periodo de tiempo de 4 a 6 horas a 37 °C,

observandose la siguiente reaccion:
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El Staphylococcus aureus tiene dos tipos de coagulasa (libre y unida), la coagulasa
libre es una enzima extracelular producida cuando se cultiva el organismo en caldo
y la coagulasa unida conocida como factor de aglutinacion que permanece fijada a
la pared celular del organismo provocando la formacion del coagulo (Abdeen et al.,
2021).

Interpretativamente es considerada como positiva (+) siempre y cuando en el fondo
del tubo se observo la formacidn del coagulo, mientras que la ausencia del coagulo
en el fondo es negativo (-) (Yildirim et al., 2019).

o Tincion de Gram de las cepas bacteriana.

La tincion de Gram es una técnica que permite la identificacion temprana y
definitiva de los microorganismos, se define como una tincion diferencial ya que
utiliza dos colorantes y clasifica a las bacterias en dos grandes grupos: bacterias
Gram negativas y Gram positivas, basados en las caracteristicas de la pared celular
(Guzhay, 2021).

A continuacion, se detalla el procedimiento:

o Se suspendio el inoculo bacteriano en una gota de agua destilada, sobre el

portaobjeto, la cual se fijé con la ayuda del mechero.

o Se procedio a la colocacion de unas gotas de violeta Genciana y se dejo en

reposo durante de un minuto.

o Trascurrido el minuto, se le afiadié unas gotas de Lugol, el cual también se

espera su fijacion por un lapso de un minuto.

o Se lavo el sobrenadante con la ayuda de una piseta, a continuacion, se colocé
unas gotas de alcohol cetona por un tiempo de 30 segundos y finalmente se volvid

a lavar.

o Después se coloco unas gotas de safranina sobre la superficie fijada, se dejo

actuar durante 3 minutos y finalmente se lavo el sobrenadante.

o Finalmente, se procedid a secar y colocar una gota de aceite de inmersion

para su posterior observacion al microscopio (objetivo 100X).
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o Preservacion de cepas bacterianas.

La preservacion de los aislados se realizé con la utilizacion del medio MR-vP
(Broth) mas 10 %, de Glicerol, dicha solucién aporta los nutrientes necesarios para
mantener las funciones vitales bacterianas ralentizadas méas un estabilizador de
membrana que confiere la capacidad de soportar bajas temperaturas sin provocar la
formacion de cristales en la membrana bacteriana y el citosol (Espin, 2021).

Para ello a continuacidn se detalla el procedimiento utilizado:
° Se realizé el medio en caldo MR-VP, segun las instrucciones del fabricante.

. Posteriormente, se afiadio el 10 % de glicerina al caldo preparado y se hace

la mezcla hasta homogenizar la solucién.
o A continuacion, se vertio 1 mL de dicha solucion en tubos Eppendorf.

. Con la ayuda de un asa de siembra se colecto la mayor cantidad de colonias

y se suspendieron en los tubos Eppendorf con la solucién de caldo + glicerina.

° Finalmente, se rotuld con el cddigo Unico correspondiente a la cepa

identificada y se coloco en una caja cepario.

4.3.6.4. Determinacion de la actividad antimicrobiana de los farmacos
en estudio, contra patogenos aislados de muestras positivas para mastitis

bovina.

El antibiograma es una técnica de estudio in vitro de la actividad de los

antimicrobianos sobre un microorganismo determinado (Abd El-Aziz et al., 2021)

La actividad antimicrobiana se realiz6 por el método de Kirby-Bauer, difusion de
disco de antibidtico a las concentraciones propuestas en la investigacion (1ug, 5ug,
10ug y 30ug) para lo cual mediante la escala de Mcfarlan 0.5 (USGS, USA) se
inocularon las placas, luego sometieron a incubacion por un periodo de 24 horas a
37° C posteriormente se midi6 el halo de inhibicion del crecimiento bacteriano y se
establece la susceptibilidad a los antibiéticos (CLSI, 2020).

. Se suspendié 1.5 UFC/mL de agua destilada estéril lo cual se compara con
la escala de turbidez McFarland 0.5 (USGS, USA) utilizada para el analisis, con el

fin de evitar interacciones debido a la sobrepoblacién bacteriana y el mecanismo de
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accion de los discos de inhibicién a una concentracion determinada.

o Posteriormente, con la ayuda de un hisopo estéril se impregn6 en el medio
de cultivo en cuatro direcciones distintas que permita una buena difusion del

microorganismo en la superficie del medio.

o A continuacion, se deposit6 los discos de papel filtro con los antibiéticos a
las concentraciones en estudio debidamente separados para evitar interacciones

entre ellos.

o Finalmente se colocd el codigo Unico de registro y es sellada la caja Petri
con parafilm esto con el fin de evitar que ingresen agentes contaminantes o a su vez

salgan del medio donde se inocularon con su respectivo cédigo.

El antibidtico difunde por el agar, formandose un gradiente de concentracion.
Transcurridas las 18 — 24 horas de incubacion, los discos pueden o no aparecer
rodeados por una zona de inhibicién (Schabauer, Zutz, Lung, Wagner, & Rychli,
2018).

4.3.6.5. Estimacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) de los

farmacos en estudio.

La CMI, o concentracion minima inhibitoria, es la concentracion mas baja (en
pug/ml) de un antibiotico, ayuda a determinar la minima concentracion del
antibiotico que se requiere para inhibir el crecimiento bacteriano. Esta informacion
puede conducir a la eleccion adecuada de un antibiético, lo que aumentara las

probabilidades de éxito del tratamiento (Katzung, 2017).

Para llegar a las concentraciones en estudio (5 pg, 10 pug y 30ug) se trabajo, con
discos comerciales (Oxoid, Reino Unido), y las concentraciones de los
antibioticos no existentes de manera comercial se procedio a realizar microdilucion
de medicamentos comerciales, para llegar a la concentracion deseada se realiz6

mediante el despeje de la formula:

1= Cc2V2
TC1

Donde:
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V1: Volumen que se requiere.

V2: Volumen de escala.

C1: concentracion inicial del producto a diluir.
C2: concentracion requerida para el estudio.

o Se procedié a esterilizar todos los equipos utilizados, como vasos de
precipitacion de medidas exactas, micropipetas, puntas de micropipetas, matraz,
tubos eppendorf, etc.

o Con laayuda de una jeringa de 3 mL. se realizo la extraccion del antibidtico,
la cual fue colocada en un vaso de precipitacion el cual contenia agua destilada
estéril para su posterior envase con la cantidad necesaria para llegar a la

concentracion establecida.

o Los discos de antibiotico en blanco se sumergieron en la dilucion
establecida por lapso de 5 minutos, hasta lograr una impregnacion completa del
disco, para su colocacion es necesario escurrir el excedente que pueda llevar el

disco.

o Finalmente, se repitid el procedimiento que se realizd para la actividad
antimicrobiana con las pautas establecidas por el método de Kirby-Bauer, se

procedio a incubacion por un periodo de 24 horas a 37°C.

o Posteriormente se toma la medida del diametro de los halos con la ayuda
del calibrador de vernier, desde los extremos pasando por el centro del disco en

estudio. desde los extremos pasando por el centro del disco en estudio.
4.3.6.6. Interpretacion de datos.

Los datos recolectados durante la investigacion fueron tabulados y interpretados
con la ayuda del paquete estadistico (SAS 9.4) este permitié determinar el efecto del
tratamiento sobre las unidades experimentales, ademas de poder obtener la
comparacion de medias Tukey al 5% de las medidas obtenidas de los halos de
inhibicion conferidas por la interaccion del farmaco en estudio con cada una de las

especies bacterianas en cuestion.
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CAPITULO V.

V. RESULTADOS Y DISCUSION.

5.1. Determinacién de mastitis mediante la prueba de California Mastitis
Test (CMT).

Tabla 9 Casuistica de la mastitis en los predios

Mastitis
Predio Tipo de Ordefio
Si No
Predio #1 Manual 2 9
Predio # 2 Manual 4 11
Predio #3 Manual 11 15
Predio #4 Mecanico 3 7
Predio # 5 Mecanico 16 24
Predio #6 Manual 10 12
Predio #7 Manual 4 8
Numero total de vacas 136

Elaborado por: Mazon & Mazén, (2022).

Analisis: En la tabla 10 podemos ver un estratificado de la casuistica de la mastitis
bovina en los predios de los afiliados a la cooperativa y el sistema de ordefio que
utiliza cada uno de ellos, siendo el predio#5 el que presentd la mayor cantidad de
animales con mastitis, con 16 vacas positivas y 24 vacas negativas, las cuales se
ordefian mecanicamente, mientras que el predio# 1 presentd los menores casos de
mastitis con 2 vacas positivas y 9 vacas negativas, siendo estas ordefiadas

manualmente.

Discusién: Segun Dominguez, (2018) nos refiere que mas del 49 % de las vacas
presenta mastitis subclinica en un hato lechero, infiriendo que la casuistica de
mastitis por predio en la presente investigacion esta dentro de lo referenciado

anteriormente.
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5.2.  Conteo de bacterias totales (CBT) como métodos diagnosticos.

En la presente investigacion objetivamente se realizd el ensayo de conteo de
bacterias totales por mL de leche proveniente del tanque refrigerado, este método
diagnéstico permite determinar la calidad higiénica de la leche, establecida en la
normativa 1SO 16297 IDF 161/2013 (LCL-PE-03 para CBT) (ISO 16297 , 2013).

Este ensayo se realizd en el laboratorio de calidad de leche de la Universidad
Politécnica Salesiana del Ecuador, ubicado en la ciudad de Cayambe.

Tabla 10 Resultados del CBT de leche pre-almacenada y refrigerada en tanque.

Concepto CBT (UFCx1000/ml)

Tanque#1 pre-Almacenamiento. | 5.771

Tanque#2 pre-Almacenamiento. | 5.447

Tanque#3 pre-Almacenamiento. | 5.319

Tanque#1 enfriamiento. 2.701
Tanque#2 enfriamiento. 2.830
Tanque#3 enfriamiento. 2.760
Observacion. 300* Segun el reglamento o0 normativa 394.

Fuente: (laboratorio de Calidad de Leche, 2022).

Analisis: En la tabla 11 podemos ver los valores del conteo de bacterias totales
(CBT) de los tanques de almacenamiento lacteo de la cooperativa, encontrando que
antes del proceso de enfriamiento de la leche los valores se encontraron superiores
a los 5 millones UFC/mL, mientras que después de haber trascurrido un lapso de 2
horas y la temperatura de la leche haya disminuido (4°C) los valores de CBT se
encontraron por debajo de los 2.8 millones de UFC/mL, concluyendo que el nivel
de contaminacion microbioldgica es superior al permitido por la normativa, ademas
de que estos resultados no intervienen sobre los hallazgos evidenciados en los
cultivos a nivel de laboratorio ya que la leche esté sujeta al riesgo de contaminacion

debido al transporte y manipulacion.
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Discusion: Sah y col. (2018), mencionan que la leche de alta calidad es definida
como un alimento de sabor agradable, sin olores, de adecuada composicion
quimica, libre de agente patdgenos con recuentos bajos de bacterias y compuestos
contaminantes. Sin embargo, en el ensayo realizado en la investigacion, la leche
sometida al CBT present6 una poblacion considerablemente alta de UFC/mL desde
la llegada hasta el enfriamiento del contenido. Segun MAGAP, (2008) en el acuerdo
ministerial 394 estipula que la calidad microbioldgica debe tener rangos maximos
de 300 mil UFC/mL, asi mismo menciona que el precio del litro de leche cruda no

se ve influenciado por la composicién u otros parametros.
5.3. Determinacion de la prevalencia de mastitis de las fincas.

En la presente investigacion se determino los resultados obtenidos de los casos que
fueron considerados como positivos a mastitis concluyendo en la determinacion del

porcentaje de prevalencia de la enfermedad con la ayude del CMT.

Tabla 11 Frecuencia y porcentajes de la prevalencia de mastitis.

Poblacion de muestras obtenidas en las explotaciones ganaderas.
NUmero de | Poblacion total | Vacas positivas/ | Tasa de
explotacién de vacas/ Frec. Frec. prevalencia (%0).
Predio #1. 11 2 18.2
Predio # 2. 15 4 26.6
Predio # 3. 26 11 42.30
Predio # 4. 10 3 30
Predio # 5. 40 16 40
Predio # 6. 22 10 45
Predio # 7. 12 4 33.3
Sumatoria total | 136 50 36.76

Elaborado por: Mazon & Mazo6n (2022).
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Analisis: Segun los resultados obtenidos mediante la aplicacion de CMT
(California Mastitis Test) como metodo diagndstico, la tabla #12, expresa la tasa de
prevalencia de mastitis es de un 36.76 % de un nimero total de 136 animales
testeados, considerandose 50 animales como positivos, ademés se evidencio que el
predio nimero 6 tiene un mayor porcentaje de prevalencia con 45% de casos,
mientras tanto el predio nimero 1 es el que tiene menor prevalencia con el 18.2%

de ocurrencia.

Discusion: Segun Avellan et al. (2019), en su investigacion encontrd una tasa de
prevalencia de mastitis bovina del 38.57%, tambien Sanchez, (2014) en su
investigacion en la determinacion de mastitis bovina mediante aplicacion de CMT
(California Mastitis Test) en el Chaupi - Cayambe presentd una prevalencia del
35.48 % en sistemas lecheros, siendo estos datos similares a los obtenidos en la
presente investigacion, concluyendo que esta patologia esta presente siempre y
cuando los protocolos de ordefio y de sanitizacion de la ubre no sean los adecuados

para garantizar la salud de la glandula mamaria y la inocuidad del producto final.

Segun Garcia et al. (2011), en su investigacion observé que la limpieza en el
momento de ordefio y la higiene del operario varia entre las lecherias del
noroccidente de Pichincha, encontrando que un 33.35% si realiza un correcto
proceso de sanitizacion y un 64.44% no realiza el procedimiento de limpieza y
desinfeccion. De manera complementaria, en la presente investigacion afiadiendo
como dato observado en la zona de San Miguel de los Bancos el 100% de los
productores afiliados a la cooperativa “La Colina” tienen limitados procedimientos

de higiene en el ordefio.
positivos
36.76%
negativos

63.24%

Figura 3. Porcentaje total de casos positivos y negativos mediante el CMT
(California Mastitis Test).
Elaborado por: Maz6n & Mazén, (2022).
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Tabla 12. Nimeros de muestras por cuartos mamarios

Cuarto mamario Frecuencia %
Anterior Derecho (AD). 9 18
Anterior Izquierdo (Al). 10 20
Posterior Derecho (PD). 16 31
Posterior Izquierdo (PI). 16 31
Total 51 100

Elaborador por: Mazén & Mazon (2022).

Andlisis: En latabla 13 se observa los resultados en la distribucion del asentamiento
de la mastitis en relacion con la ubicacion de los cuartos de la glandula mamaria.
Se evidencio que la mayor frecuencia de casos de mastitis se asienta en los cuartos
posteriores en una proporcion igual (31%) en cada cuarto de cada lado
respectivamente, ademas, se encontré una menor ocurrencia de casos en los cuartos
anteriores, siendo de estos el lado izquierdo el mayormente afectado (20%),
mientras que el cuarto anterior derecho tuvo la menor afectacion de todos los
cuartos (18%), se asume que este hallazgo de presentacion se debe a que en la
mayoria de los hatos lecheros hacen uso de ternero al pie en el momento del ordefio,
esto como medida de estimulacidn, aferente oxitocina dependiente, para el descenso

de la leche.

Discusién: Quispe, (2015) en su investigacion demostré que del total de cuartos
de la glandula mamaria que presentaron mastitis el cuarto posterior izquierdo fue el
menos afectado (40%) y el cuarto posterior derecho fue el mas afectado (45.4%),
demostrando asi diferencias significativas en el asentamiento de la mastitis entre
los cuartos, estos resultados fueron tomados en hatos lecheros en donde se utiliza
el método de cria al pie como fuente de estimulacidén (oxitocino-aferente) para el
descenso de la leche, corroborando la existencia de resultados similares en la
presente investigacion en donde se pudo observar que en gran medida los
productores de leche utilizan dicho método y el asentamiento de la casuistica en su

mayoria se estable en los cuartos posteriores.
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Figura 4. Prevalencia del asentamiento de la mastitis y ubicacién de los cuartos
de la glandula mamaria.
PI: posterior izquierdo, PD: posterior derecho, AD: anterior derecho, Al:
anterior izquierdo
Elaborado por: Mazén & Mazon, (2022).

5.4.  Aislamiento e identificacion de los patdgenos causantes de mastitis.

El aislamiento e identificacion de las bacterias se realizé con la recoleccion de 51
muestras positivas a mastitis, procedente de 50 vacas de los predios de los socios

afiliados a la cooperativa “La colina”.

Tabla 13. Frecuencia y porcentaje de bacterias aisladas.

Patdgeno. Frecuencia Porcentaje %
Staphylococcus aureus. 15 29.42 %

E. coli 8 15.68%
Klebsiella spp. 9 17.64 %
Staph_ylococcus spp. [/ Coagulasa 8 15.68 %
negativo

Citrobacter spp. 2 3.94 %
Bacillus spp. 9 17.64 %
Total 51 100%

Elaborado por: Mazon & Mazén, (2022).

Analisis: De acuerdo con los datos obtenidos en la tabla 14 podemos determinar
que el patdgeno con mayor prevalencia es el Staphylococcus aureus con un 29.42

%, sequido por Klebsiella spp. Con un 17.64 %, los Bacillus spp. Con un 17.64 %,
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E. coli con un 15.68 %, Staphylococcus spp. coagulasa negativo con un 15.68%, y
finalmente el microorganismo con menor frecuencia que aislo de leche positiva a
mastitis es el Citrobacter spp., con un 3.94 %, sumando un total de 51 cepas

bacterianas aisladas.

Discusion: En el estudio de Jaramillo et al. (2018), se puede observar que los
resultado en el andlisis microbioldgico de muestras de leche procedente de vacas
con mastitis subclinica y clinica con sistemas de ordefio manual y mecanico, las
bacterias encontradas fueron; Arcanobacterium haemolyticum en un 20,14 %,
Staphylococcus coagulasa negativos 17,36 %, Streptococcus agalactiae en un 12,50
%, Staphylococcus aureus en un 10,42 %, Streptococcus uberis en un 1,73 %, y
bacterias Gram negativas como; Eneterococcus spp., en un 1.39 %, Yersinia spp.,
en un 0.70 % y Enterobacter spp., en un 0.35 %, en comparativa con lo obtenido
en la presente investigacion se puede deducir que los patégenos que se logren aislar
en un estudio en cuestion estan en dependencia de la zona geografica y otros

factores.

Bacillus spp.
18%

S. aureus
28%

Citrobacter spp.
4%

Staphylococcus
spp CN
16%

E. coli

Klebsiella spp.
18%

Figura 5. Porcentajes de los patdgenos aislados durante la investigacion.
Elaborado por: Mazén & Mazon, (2022).
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5.5.  Patdgenos por el tiempo de lactancia.

En la presenta investigacion se considero analizar los diferentes tipos de patdgenas
mas frecuente segun la edad de lactancia (0-305 dias) de las vacas muestreadas.

Tabla 14. Frecuencia de los microorganismos por el tiempo de lactancia.

Bacterias Tiempo de Lactancia
1/3 2/3 3/3
(0-99 Dias) (18({){;11)99 (28?::)05 Total
Fr. % Fr. % Fr. %
S. aureus. 1 3.57 9 60 5 62.5 15
E. coli 8 28.5 - - - - 8
Klebsiella spp. 7 25 2 13.3 - - 9
Staphylococcus spp. 2 7.1 4 26.7 2 25 8
CN
Citrobacter spp. 1 3.57 - - 1 12.5 2
Bcillus spp. 9 32.1 - - - - 9
Total Fr. 28 15 8
100 100 100 51
% 55 29 16

Elaborado por: Mazon & Mazon, (2022). CN: coagulasa negativa.

Analisis: En la tabla 15 Podemos observar que los patdgenos aislados durante el
primer tercio de lactancia comprendido del dia 0 (dia del parto) al dia 99 representd
el 55 % de los aislados totales, en esta etapa las bacterias causantes de mastitis
fueron; Bacillus spp., en un 32.14 %, seguido por bacterias Gram negativas como
E. coli y Klebsiella spp., en 28.57% y 25% respectivamente, continuando con
Staphylococcus spp. coagulasa negativo en un 7.15% y finalmente las bacterias con
menor porcentaje de casuistica en este periodo fueron el S. aureus y Citrobacter

spp., los que se presentaron en un 3.57 % de los aislados respectivamente.
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En lo concerniente al segundo tercio de lactancia (100 — 199 dias) las cepas
obtenidas representan el 29 % de los aislados totales, en este periodo se pudo
encontrar que el 60 % de los aislados corresponden a Staphylococcus aureus,
seguido del 26.67 % a los Staphylococcus spp. coagulasa negativa, y finalmente el
13.33 % representado por 2 aislados de Klebsiella spp.

En el Gltimo tercio de lactancia (200 — 305 dias) se aislaron el 16 % de las bacterias
totales obtenidas (n=51) en este periodo se logro aislar; S. aureus, que representa el
62.5%, seguido por el 25 % que corresponde a 2 bacterias del genero
Staphylococcus spp., coagulasa negativa, y finalmente se aisl6 1 bacteria del genero

Citrobacter spp. que corresponde al 12.5 % del total.

Discusion: En la investigacion realizada por Atajo, (2019) menciona que la
prevalencia de la mastitis en las diferentes etapas de la lactancia (1/3, 2/3, 3/3),
exhibié que en el 1/3 de lactancia existio mayor prevalencia de cuadros mastitico
en relacion con las otras etapas. Asi mismo, Quilapanta, (2021) menciona que las
infecciones intramamarias de patdgenas ambientales son mucho mayores en el
inicio de la lactancia, concordando con lo antes citado, comparativamente en la
presente investigacion se observé que en el primero tercio de lactancia tiene mayor

ocurrencia los patégenos ambientales.

mS. aureus E. coli m Klebsiella spp
m Staphylococcus spp  m Citrobacter spp m Bacillus spp
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~
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1/3. 2/3. 3/3.

Figura 6. Frecuencias de los aislados causantes de mastitis segun el tiempo de
lactancia.
Elaborado por: Mazon & Mazén, (2022).
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5.6. Andlisis de la actividad antimicrobiana de los farmacos en estudios

frente a los géneros bacterianos aislados.

5.6.1. Andlisis de la actividad antimicrobiana de la oxitetraciclina frente a

Staphylococcus aureus aislados de mastitis bovina.

Efecto de la actividad antimicrobiana de la oxitetraciclina frente a Staphylococcus
aureus aisladas de mastitis bovina. Para la determinacion del efecto inhibitorio de
la oxitetraciclina sobre Staphylococcus aureus, se analizd cada uno de los
tratamientos mediante analisis de varianza del disefio de bloques completamente al
azar (DBCA), con la finalidad de establecer si los tratamientos tienen interaccion

en el crecimiento bacteriano.

Tabla 15. Analisis de varianza (ADEVA) del efecto de la actividad antimicrobiana
de la Oxitetraciclina frente a Staphylococcus aureus aislados de mastitis bovina.

Fuente Grados Suma de | Cuadrados | F-Valor | Pr >F
Variacion de Cuadrados | Medios

libertad
Tratamiento | 2 1260.31 630.155 468.16 | <.0001**
clinico
Bloque 14 93.11 6.650 4.94 0.0002**
Error 28 37.688 1.3460 CV:11.10%
Total 44 1391.11

CV: Coeficiente de variacion, ** Altamente significativo.

Analisis: en la tabla 16 se puede observar la expresion de diferencias altamente
significativas en cuanto a blogques en esta investigacidn, esto quiere decir que existio
influencia o efecto en los resultados por parte de las repeticiones, interpretando asi
que los aislados de Staphylococcus aureus tuvieron un comportamiento diferente

en la inhibicion del crecimiento con oxitetraciclina.

En el caso de los tratamientos se logro evidenciar mediante la prueba de Fisher que
el efecto inhibitorio de la Oxitetraciclina a diferentes concentraciones sobre
Staphylococcus aureus, expresoé una diferencia altamente significativa, poniendo

en manifestd que el farmaco exhibe un distinto efecto inhibitorio sobre el
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crecimiento de la bacteria previamente mencionada. Expresando un coeficiente de

variacion de 11.10% confiriendo aceptabilidad y confiabilidad en los datos.

5.6.1.1. Anélisis de la comparacion de medias (Tukey 5%) del efecto de
la actividad antimicrobiana de la Oxitetraciclina frente a Staphylococcus

aureus aislados de mastitis bovina.

Tabla 16. Prueba de comparacién de medias (Tukey 5%), del efecto de la actividad
antimicrobiana de la oxitetraciclina frente a Staphylococcus aureus.

Tritl?rr]?gi”to N Medias Tukey Agrupamiento
1 (30 pg) 15 17.66 A
2 (10 ug) 15 8.53 B
3(5py) | 15 513 c

N: namero de unidades experimentales.

Analisis: De acuerdo con el analisis de comparacion de medias Tukey al 5%,
manifiesta que los tratamientos presentaron diferencias significativas, demostrando
que el T1 (30 pg) expresé una medida de halo de inhibicion de 17.66 mm de
didmetro, comportandose como el tratamiento de mayor efecto inhibitorio del

crecimiento bacteriano.

Seguido del T2 (10ug) el cual present6 un promedio de 8.53 mm de diametro de
halo, y finalmente, el tratamiento T3 (5ug) tuvo el promedio més bajo con 5.13 mm
de didmetro de halo de inhibicién. En la figura 7 podemos ver la distribucion de los
halos de inhibicion del efecto de la oxitetraciclina frente a Staphylococcus aureus

aislados de mastitis bovina.
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Figura 7. Efecto de la actividad de la oxitetraciclina frente a Staphylococcus
aureus aislados de mastitis bovina.
Elaborado por: Mazon & Mazdn, (2022).

5.6.1.2. Analisis de la concentracion minima inhibitoria (CMI) de
oxitetraciclina frente a Staphylococcus aureus, aisladas de leche positivas a
mastitis.

Tabla 17. Categorias interpretativas y puntos de corte del diametro de zona de
inhibicion (mm) de oxitetraciclina frente a Staphylococcus aureus.

Difusion de discos (mm)
Interpretacion 6 7-13 | <14 | 15-18 19-21 |>22
Guia CLSI R I S
Guia EUCAST R S

R: Resistente, I: Intermedio, S: Sensible.

5.6.1.3. Actividad antimicrobiana de la Oxitetraciclina frente a

Staphyloccocus aureus., aisladas de mastitis bovina

Los resultados obtenidos son comparados con los puntos de corte ya descritos

anteriormente en la tabla 18 para la asignacién de un criterio de susceptibilidad.
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Tabla 18 Actividad antimicrobiana de la oxitetraciclina frente a Staphylococcus
aureus.

S. aureus. Cddigo Concentracion de Oxitetraciclina
# (30pg) | P.C. | (10pg) | P.C. | (5pug) | P.C.
T1 T2 T3
1 DO01AlI 17 | 9 R 4 R
2 DO04Al 18 | 10 R 6 R
3 D0O04AD 16 | 8 R 5 R
4 EAO01AI 15 | 7 R 5 R
5 EAO002PI 16 | 9 R 7 R
6 EAO003PD 19 S 10 R 6 R
7 EAOQ04AlI 20 S 8 R 4 R
8 EAO004AD 21 S 9 R 5 R
9 EAOQO05PI 15 | 7 R 3 R
10 EAO009AI 14 R 5 R 3 R
11 EAO010PI 18 | 6 R 5 R
12 ARO010PI 20 S 12 R 7 R
13 ARO018PI 19 S 10 R 6 R
14 ACHOO1AD | 19 S 9 R 7 R
15 ACHO002PD | 18 I 9 R 4 R

P.C.: Puntos de Corte. S: Sensible. R: Resistente. |I: Intermedio

Analisis: En lo expresado en la tabla 19 podemos ver que el T1 (30 pg) obtuvo 6
aislados sensibles que presentaron un halo > 19 mm esto en referencia a lo
establecido por el CLSI, (2020). Asi mismo la guia EUCAST, (2022) proporciona
los puntos de corte para organismo de tipo salvaje (Wild Type Organisms)
mencionando que para considerarse sensible debe haber evidencia de halos de
inhibicion > 22 mm, por lo tanto, en la presente investigacion ningun aislado

presento halos de tal valor.

Ademas, los otros tratamientos propuestos en la investigacion T2 (10 ug) y T3 (5
Kg) presentaron en todos sus aislados resistencia total al farmaco en estudio, ya que
la concentracion minima inhibitoria de la Oxitetraciclina se encuentra en la mayor
concentracion que las establecidas en esta investigacion. En la Figura 8 podemos
ver la frecuencia de la susceptibilidad de la Oxitetraciclina frente a S. aureus

aislados de mastitis bovina.
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Figura 8. Barras de frecuencias de la susceptibilidad de la oxitetraciclina frente
a Staphylococcus aureus aislados de mastitis bovina.
Elaborado por: Mazon & Mazon, (2022).

Tabla 19 Frecuencia y porcentaje de susceptibilidad antimicrobiana de la
oxitetraciclina frente a S. aureus.

o T1 T2 T3
Criterio
Frec. % Frec. % Frec. %
R 1 6.7 15 100 15 100
I 8 53.3 0 0 0 0
S 6 40 0 0 0 0
Total 15 100 15 100 15 100

A.A.: Actividad Antimicrobiana, R: resistente, |: intermedio, S: sensible:

Analisis: Los resultados de la tabla 20 mostraron que el T3 (5ug) tiene un 100 %
de resistencia en un total de 15 aislados, de igual manera ocurre en la expresion de
los resultados del T2 (10ug) el cual expresa de igual manera un 100 % de
resistencia. Finalmente, el T1 (30 pg) tiene un 53.3 % de resistencia intermedia con
un namero de 8 cepas bacterianas, expresando también en sus resultados un 40 %
de sensibilidad con una representacion de 6 bacterias, y un 6.7 % de resistencia con
un namero de 1 cepas bacteriana. En la figura 9 se observa el porcentaje de la
susceptibilidad antimicrobiana la Oxitetraciclina frente a bacterias del genero

Staphylococcus aureus aislados de mastitis bovina.
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Figura 9. Porcentajes de susceptibilidad antimicrobiana de la Oxitetraciclina
frente a Staphylococcus aureus aislados de mastitis bovina.
Elaborado por: Mazon & Mazdén, (2022).

Discusion: Segun Arroba. (2019), en su investigacion del analisis de
susceptibilidad a los antibidticos en muestras de leche con mastitis en el
Noroccidente de Pichincha; los resultados de la susceptibilidad a tetraciclina de 30
Hg evidencio un 8.4 % de sensibilidad y un 91.6 % de resistencia por parte del S.
aureus. Por otra parte, Lucas et al. (2017), en su investigacion indica que el S.
aureus presentd una resistencia del 59 % a las tetraciclinas a la misma
concentracion antes mencionada, asi mismo Martinez, (2020) en su investigacion
de resistencia antibidtica en el canton Mejia demostrd que la Tetraciclina presento
un 18.6 % de resistencia, comparativamente en la presente investigacion se
evidencié que el Staphylococcus aureus, sometido a 30ug de oxitetraciclina,
expresO un 6.7% de resistencia y un 53.3% de resistencia parcial o intermedia,
asumiendo de tal modo que la expresion de la resistencia al farmaco citado es

variable y esté bajo la influencia de muchos factores.
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5.6.2. Efecto de la actividad antimicrobiana de los Betalactamicos (Penicilina,
Cefalexina y Cloxacilina) frente a Staphylococcus aureus aislado de mastitis

bovina.

Se analizo6 el efecto de cado uno de los tratamientos mediante el anélisis de varianza
del disefio completamente alzar (DBCA), con la finalidad de encontrar aquellos que
tuvieron un mejor comportamiento frente al crecimiento de cepas de
Staphylococcus aureus aislados de leche positiva a mastitis.

Tabla 20 Anélisis de varianza (ADEVA) del efecto de la actividad antimicrobiana

de los Betalactamicos (Penicilina, Cefalexina y Cloxacilina) frente a
Staphylococcus aureus aislados de mastitis bovina.

Fuente G.L. S.C. C.M. F-Valor | Pr>F
Variacion

Tratamiento | 8 6383.466 | 797.93 649.27 | <.0001**
clinico

Bloque 14 117.822 8.4158 6.85 <.0001**
Error 112 137.644 1.2289 CV:9.76%
Total 134 6638.933

CV: Coeficiente de variacion, ** Altamente significativo.

Analisis: En la tabla 21 podemos inferir que los resultados obtenidos al analizar la
actividad antimicrobiana de los betalactdmicos (Penicilina, Cefalexina y
Cloxacilina) en la inhibicion del crecimiento de Staphylococcus aureus, la prueba
de Fisher nos demuestra que: En lo concerniente a los bloques se expresa
diferencias altamente significativas, esto quiere decir que existié efecto en los
resultados por parte de las repeticiones, pudiendo interpretar que las unidades
experimentales tuvieron un comportamiento diferente en la expresion de los halos

de inhibicién frente los Betalactamicos mencionados.

En el caso de los tratamientos se pudo justificar que la actividad farmacoldgica de
los Betalactdmicos mencionados a diferentes microconcentraciones frente a
Staphylococcus aureus, muestra una diferencia altamente significativa,
evidenciando que los Betalactamicos tiene un efecto diferente al momento de
inhibir el crecimiento de la bacteria antes mencionada. Con un coeficiente de

variacion de 9.76 % confiriendo aceptabilidad y confiabilidad a los datos.
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5.6.2.1. Anélisis de la comparacion de medias (Tukey 5%) del efecto de
actividad antimicrobiana de los betalactamicos frente a Staphylococcus aureus
aislados de mastitis bovina.

Tabla 21. Prueba de comparacién de medias (Tukey 5%), del efecto de la actividad

antimicrobiana de los Betalactamicos (Penicilina, Cefalexina y Cloxacilina) frente
a Staphylococcus aureus.

Tratamiento N Medias Tukey Agrupamiento
clinico
1 (30 pug Pen.) 15 23.2667 A
7 (10 pg Clox.) 15 20.200 B
4 (30 ug Cl.) 15 17.133 C
2 (10 pg Pen.) 15 11.400 D
8 (5 ug Clox.) 15 10.0667 E
5 (10 ug Cl.) 15 7.400 F
3 (5 ug Pen.) 15 5.6667 G
9 (1 pg Clox.) 15 3.6667 H
6 (5pugCl) 15 3.400 H

N: ndmero de unidades experimentales. Pen.: penicilina, Clox.: cloxacilina, Cl.:

cefalexina.

Analisis: En latabla 22 se muestra la comparacion de medias de la prueba de Tukey
al 5 % donde nos refiere que el mejor tratamiento es el T1 (30ug de Penicilina) con
una media de 23.26 mm de halo de inhibicidn, siguiéndoles el T7 (10ug de
Cloxacilina) con un promedio de 20.20 mm de halo, posteriormente el T4 (30 pg
de Cefalexina) con un promedio de 17.13 mm de halo de inhibicion, siendo los
tratamientos con las concentraciones mas altas de cada farmaco considerado en este
grupo respectivamente, al mismo tiempo que se puede observar la diferencias

establecidas en la agrupacion o rango de Tukey al 5%.

Ademaés, en este andlisis los tratamientos con concentraciones intermedias se
comportaron de una manera indistintas entre si; expresando el T2 (10ug de
Penicilina) un promedio de 11.40 mm de halo, siguiéndole el T8 (5ug de
Cloxacilina) con una media de 10.06 mm y finalmente el T5 (10ug de Cefalexina)
con menor promedio de 7.40 mm de halo de inhibicién, los cuales demuestran

diferencias estadisticas en el rango del analisis de Tukey.
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Los tratamientos con promedios méas bajos fueron; el T3 (5ug de Penicilina) con
una media de 5.66 mm de halo, siguiéndole el T9 (1pg de Cloxacilina) y el T6 (5ug
de Cefalexina) con promedios de 3.66 mm y 3.40 mm de halos de inhibicién
respectivamente, estos tratamientos no presentan diferencias significativas en la
agrupacion de Tukey, siendo estos dos ultimos tratamientos estadisticamente
iguales. En la figura 10 efecto de la actividad de los Betalactamicos frente a

bacterias del generd Staphylococcus aureus aislados de mastitis bovina.
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Figura 10. Efecto de la actividad de los betalactdmicos frente a bacterias del
genero Staphylococcus aureus aislados de mastitis bovina.
Elaborador por: Mazén & Mazdn, (2022)

5.6.2.2. Analisis de la concentracién minima inhibitoria (CMI) de los
Betalactamicos (Penicilina, Cefalexina y Cloxacilina) frente a Staphylococcus

aureus, aislados de leche positivas a mastitis

La interpretacion se determind mediante las recomendaciones del comité Europeo
de Pruebas de susceptibilidad (EUCAST, 2022) y el Clinical Laboratory Estandar
Institute (CLSI, 2020), donde establecen los puntos de corte para Staphylococcus
aureus aislados de mastitis, en particular se consider6 como referencia los
documentos; VETO01S, VET08 y M100-S19 para esta investigacion.
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Tabla 22 Categorias interpretativas y puntos de corte del diametro de zona de
inhibicion en milimetros (mm) de Penicilina frente a Staphylococcus aureus.

Difusion de discos (mm)

Interpretacion <6 7-13 | 14 15-25 26 -28 | >29
Guia CLSI R S
Guia EUCAST R S

R: Resistente, S: susceptible.

Andlisis: Segun la guia EUCAST, (2022) considera sensibles a los aislados que
manifiesten medidas de halo de inhibicion > 26 mm vy resistentes aquellos que
exhiban medidas de halo de inhibicion < 25 mm. De manera comparativa con la
guia CLSI, (2020) podemos inferir que un aislado es sensible cuando hay medida
de halos > 29 mm de diametro de inhibicion y resistencia en aquellos con halos de
inhibicion <28 mm.

Tabla 23 Categorias interpretativas y puntos de corte del diametro de zona de
inhibicion en milimetros (mm) de Cefalexina frente a Staphylococcus aureus.

Difusion de discos (mm)

Interpretacion <14 15-17 |>18

Guia CLSI R I S

R: resistente, I: intermedio, S: susceptible.

Analisis: La Guia CLSI, (2020) y el documento M100-S19 recomiendan el uso de
Cefalotina para reporte de susceptibilidad antimicrobiana, estableciendo sus valores
como referenciales para la instauracion de los criterios de susceptibilidad
antimicrobiana de las cefalosporinas de primera generacion en Staphylococccus
aureus Esparza et al. (2013), refiere que dicha bacteria es sensible cuando hay

evidencia de medidas de los halos > 18 mm y resistente con medidas de < 14 mm.
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Tabla 24 Categorias interpretativas y puntos de corte del diametro de zona de
inhibicion en milimetros (mm) de Cloxacilina frente a Staphylococcus aureus.

Difusion de discos (mm)

Interpretacion <21 > 22

Guia CLSI R S

R: resistente, I: intermedio, S: susceptible.

Andlisis: La Guia CLSI, (2018) especificamente en el documento VETO8
recomienda el uso de Cefoxitina para reporte de pruebas de susceptibilidad de otras
penicilinas estables a las penicilinasas como la Cloxacilina. En dicho documento
refiere que cuando existe evidencia de medidas de halo de inhibicién <21 mm son

resistentes y sensibles cuando exhiben medidas de halos de inhibicidn de > 22 mm.

5.6.2.3. Actividad antimicrobiana de los betalactamicos frente a

Staphyloccocus aureus aisladas de mastitis bovina.
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Tabla 25 Actividad antimicrobiana de los antibidticos betalactamicos frente a la bacteria Staphylococcus aureus aislada de mastitis.

S. Cadigo Concentracion de Penicilina Concentracion de la Cefalexina Concentracion de la Cloxacilina
aureus
# 30ug P.C. |[10ng [P.|5ug |P.|{30ng |P. |10ug | P. |5ug |P.C |10ng | P. | 5uHg PC | 1ug | P.C.
T1 T2 C | T3 C T4 C |T5 C |T6 |. T7 C. | T8 T9
1 DO01AlI 26 S 12 R 6 R 20 S 9 R 4 R 24 S 12 R 4 R
2 DO04Al 26 S 12 R 5 R 21 S 10 R 3 R 23 S 12 R 4 R
3 D004AD 27 S 13 |[R| 7 |R| 22 S 11 | R | 3 R 22 S 11 R 5 R
4 EAQ01AI 23 R 11 |R| 5 |R| 17 I 8 R | 3 R 20 R 10 R 4 R
5 EA002PI 21 R 100 [R| 5 |R| 16 I 7 R | 4 R 19 R 9 R 2 R
6 EA003PD 24 R 11 |R| 5 |R| 17 I 8 R | 4 R 20 R 10 R 4 R
7 EAO004AI 23 R 10 |[R| 6 |R| 16 I 7 R | 3 R 18 R 9 R 2 R
8 EA004AD 24 R 13 |R| 7 |R| 15 I 6 R | 3 R 19 R 10 R 4 R
9 EAOQQ5PI 23 R 11 |R| 5 |R| 16 I 7 R | 4 R 20 R 10 R 4 R
10 EAO009AI 23 R 11 |R| 5 |R| 15 I 7 R | 4 R 19 R 9 R 3 R
11 EAOQ10PI 24 R 12 |R| 6 |R| 17 I 7 R | 4 R 18 R 9 R 3 R
12 ARO010PI 24 R 13 |R| 6 |R| 15 I 6 R | 3 R 20 R 10 R 4 R
13 ARO018PI 20 R 10 |R| 5 |R| 17 I 6 R | 3 R 21 R 10 R 3 R
14 ACHO01AD 22 R 12 |R| 7 |R| 16 I 5 R | 3 R 20 R 10 R 4 R
15 ACHO002PD 21 R 10 |R| 5 |R| 17 I 7 R | 3 R 20 R 10 R 5 R

S: sensible, R: resistentes, I: intermedio.
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Andlisis: En la tabla 26 se observa el analisis de la actividad antimicrobiana de los
antibidticos betalactamicos considerados en la presente investigacion a diferentes
microconcentraciones, en donde el T1, T4 y T7 (30ug de Penicilina, 30ug de
Cefalexina y 10pg Cloxacilina) exhiben 3 aislados sensible, al analizar los
resultados obtenidos a menor concentracion se puede encontrar que los aislados
presentan una resistencia total, es decir que dichas concentraciones no son
suficientes para derivar en la inhibicion del crecimiento de Staphylococcus aureus.
En la figura 11 se observa la susceptibilidad de Staphylococcus aureus causantes
de mastitis frente a los Betalactamicos.

m Resistente Intermedio = Sensible
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Figura 11. Actividad antimicrobiana de los Betalactamicos frente a
Staphylococcus aureus asiladas de mastitis bovina.
Elaborado por: Mazon & Mazén, (2022).

Tabla 26 Frecuencia y porcentaje de actividad antimicrobiana de la Penicilina
frente a Staphylococcus aureus aisladas de leche positiva a mastitis bovina.

T1 T2 T3
Criterio
Frec. % Frec. % Frec. %
R 12 80 15 100 15 100
S 3 20 0 0 0 0
Total 15 100 15 100 15 100

R: resistente, S: sensible.
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Analisis: Los resultados de la tabla 27 muestran que el T3 (5ug) tiene un 100 % de
resistencia en un total 15 aislados bacterianos, asi mismo el T2 (10ug) tiene un 100
% de resistencia, y finalmente, el T1 (30ug) exhibe un 80% de resistencia con un
12 aislados resistentes y un 20 % de susceptibilidad con 3 Staphylococcus aureus
sensibles. En la figura 12 se observa los porcentajes de la actividad antimicrobiana

de la penicilina frente a Staphylococcus aureus aislados de mastitis bovina.
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Figura 12. Porcentajes de la susceptibilidad antimicrobiana de la penicilina
frente a Staphylococcus aureus aislados de mastitis bovina.
Elaborado por: Mazon & Mazén, (2022).

Discusion: En la investigacion de Neder et al. (2016), evidencio la resistencia a la
penicilina (10 pg) en un 28,12% de un total 96 aislados de Staphylococcus aureus,
asi también en la investigacion de Srednik et al. (2016), obtuvo una resistencia a la
penicilina (30 ug) algo similares a los obtenidos en la presente investigacion en
donde de un total de 65 aislados de Staphylococcus aureus evidencié una resistencia
de un 33,85%. Finalmente, en la investigacion de Anangono, (2020) en tres estratos
lecheros del cantén Mejia observo una resistencia a la Penicilina en un 52.94% por
parte del mismo microorganismo mencionado. Comparativamente en la presente
investigacion se evidencié que a concentraciones de 5y 10 pg se observé una
resistencia del 100 %, sin embargo, a la mayor concentracién de 30ug la resistencia
encontrada fue del 80 %, se asume que dichos valores de resistencia estan en
relacion con factores como la zona agroecoldgica de produccion lechera y al mal

gerenciamiento en la aplicacién del farmaco mencionado para tratar la mastitis.
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Tabla 27 Frecuencia y porcentaje de actividad antimicrobiana de la Cefalexina
frente Staphylococcus aureus.

T4 T5 T6
Criterio
Frec. | % Frec. % Frec. %
R 0 0 15 100 15 100
| 12 80 0 0 0 0
S 3 20 0 0 0 0
Total 15 100 15 100 15 100

R: resistente, |: intermedio, S: sensible:

Analisis: Los resultados de la tabla 28 muestran que el T4 (30ug de Cefalexina)
exhibid un 80 % de resistencia intermedia con 12 aislados y un 20 % de
susceptibilidad con 3 aislados, a su vez el T5 y T6 ostentaron de un 100 % de

resistencia respectivamente.

m Resistente = Intermedio ® Sensible
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Figura 13. Porcentajes de la susceptibilidad de Cefalexina frente a
Staphylococcus aureus aislados de mastitis bovina.
Elaborado por: Mazon & Mazén, (2022).
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Discusiones: Segun Neder et al. (2016), en su investigacion de susceptibilidad del
Staphylococcus aureus causante de mastitis bovina a determinados antibidticos, se
evalud la susceptibilidad a las Cefalosporinas, la actividad de la Cefalexina presentd
un 99 % de sensibilidad y solo el 1.04 % de resistencia, comparativamente, en la
presente investigacion se pudo evidenciar el 20 % de susceptibilidad y 80 % de
resistencia intermedia o parcial, estos hallazgos fueron observados en la mayor
concentracion (30ug), asumiendo en este caso que la presentacion de este valor en
la resistencia por parte del Staphylococcus aureus se debe fundamentalmente a la
aplicacion de antibi6ticos sin la existencia de un criterio clinico.

Tabla 28 Frecuencia y porcentaje de susceptibilidad antimicrobiana del
Staphylococcus aureus frente a la Cloxacilina.

T7 T8 T9
Criterio
Frec. % Frec. % Frec. %
R 12 80 15 100 15 100
I 0 0 0 0 0 0
S 3 20 0 0 0 0
Total 15 100 15 100 15 100

A.A.: Actividad Antimicrobiana:

Analisis: Los resultados de la tabla 29 muestran que el T7 (10ug de Cloxacilina)
exhibié un 80 % de resistencia en un numero de 12 aislados y un 20 % de
susceptibilidad con 3 aislados sensibles, mientras que el T8 y T9 (5ug) y (1ug)
respectivamente ostentaron de un 100 % de resistencia, en la figura 14 se evidencia
el porcentaje de la susceptibilidad del Staphylococcus aureus aislado de mastitis

frente a la Cloxacilina.
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m Resistente = Intermedio = Sensible
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Figura 14. Porcentajes de la susceptibilidad de Staphylococcus aureus aislados
de mastitis bovina frente a la Cloxacilina.
Elaborado por: Mazon & Mazdén, (2022).

Discusion: En la investigacion de Abdul et al. (2014), en sus resultados de la
susceptibilidad de 59 aislados encontré el 72.42 % de sensibilidad a 10 pg de
cloxacilina, comparativamente en la presente investigacion se evidencié el 20%
(n=3) de aislados sensibles a Cloxacilina a 10pg, demostrando que en base a estos
hallazgos hay una considerable diferencia en la resistencia del Staphylococcus
aureus a dicho antibiético, asumiendo que esto es debido a las diferencias
agroambientales involucradas asi como al mal manejo de los antimicrobianos

propiciado por un sinnimero de factores involucrados.

Véazquez et al. (2015), en su estudio de deteccion de genes resistentes manifesto
que los aislados de Staphylococcus aureus resistentes a los betalactamicos son
portadores del gen mecA, dicho gen le confiere resistencia a los farmacos
pertenecientes a dicha familia, por lo tanto se propone realizar el un estudio
molecular para la detecciones de genes que permitan expresar dicha resistencia ya
que en la presente investigacion los aislados de la bacteria antes mencionada
expresaron un 100 % de resistencia a la concentracion de 1 pg de cloxacilina

recomendada por el CLSI.
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5.6.3. Efecto de la actividad antimicrobiana de los Aminoglucésidos

(Gentamicina, Neomicina y Estreptomicina) frente a Staphylococcus aureus.

Se analizo el efecto de cado uno de los tratamientos mediante el anélisis de varianza
del disefio de bloques completamente al azar (DBCA), con la finalidad de encontrar
aquellos aminoglucésidos que tuvieron un mejor comportamiento en la inhibicion
del crecimiento de Staphylococcus aureus aislados de leche positivas a mastitis.

Tabla 29 Anélisis de varianza (ADEVA) del efecto de la actividad de los

antibiéticos aminoglucésidos (Gentamicina, Neomicina y Estreptomicina) frente a
Staphylococcus aureus aislados de mastitis bovina.

Fuente Variacion | G.L. |S.C. C.M. F-V. Pr>F
Tratamiento 8 9488.77 1186.09 331.64 | <.0001**
clinico

Bloque 14 119.303 8.521693 | 2.38 0.0061**
Error 112 400.5629 | 3.57646 CV:12.32%

Total 134 10008.63

**: Altamente significativo, CV: coeficiente de variacion.

Analisis: En la tabla 30 se puede observar los resultados obtenido al analizar el
efectos de los Aminoglucésidos (Gentamicina, Neomicina y Estreptomicina) frente
a Staphylococcus aureus, en donde la prueba de Fisher refiere que existio
diferencias altamente significativas en cuanto a bloques en la presente
investigacion, implicitamente demostrando que existio efecto en los resultados por
parte de la interaccion de las repeticiones, demostrando asi que las unidades

experimentales tuvieron un comportamiento diferente.

En el caso de los tratamientos se logro afirmar mediante la prueba de Fisher que el
efecto de los Aminoglucésidos (Gentamicina, Neomicina y Estreptomicina) a tres
distintas microconcentraciones sobre el Staphylococcus aureus, expreso diferencia
altamente significativa, interpretando asi que los aminoglucésidos utilizados en esta
investigacion tienen un distinto efecto inhibitorio sobre el crecimiento de la bacteria
mencionada. Con un coeficiente de variacion de 12.32 % aseverando la

confiabilidad de los datos obtenidos.
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5.6.3.1. Anélisis de la comparacion de medias (Tukey 5%) del efecto de
la actividad antimicrobiana de los Aminoglucésidos (Gentamicina, Neomicina

y Estreptomicina) frente a Staphylococcus aureus aislados de mastitis bovina.

Mediante el analisis de la comparacién de medias (Tukey 5%), se comprobd los
promedios entre los tratamientos de los aminoglucésidos a (30ug), (10ug) y (519),
donde se determind cual es el mejor tratamiento segun la media de la poblacion de
15 Staphylococcus aureus aislados.

Tabla 30 Prueba de comparacién de medias (Tukey 5%), del efecto de la actividad
antimicrobiana de los aminoglucoésidos frente a Staphylococcus aureus

Tratamiento . .
o N Medias Tukey Agrupamiento

7 (30 g Estr.) 15 27.8667 A

4 (30 ug Neo.) 15 25.400

1 (30 pug Gen.) 15 24.800

2 (10 pg Gen.) 15 17.133 C

5 (10 pg Neo.) 15 13.200 D

8 (10 pg Estr.) 15 11.933 D

6 (5 ug Neo.) 15 6.1333 E

3 (5 ug Gen.) 15 6.000 E

9 (5 ug Estr.) 15 5.6667 E

N: unidades experimentales, Estr.: estreptomicina, Neo.: neomicina, Gen.:

Gentamicina.

Analisis: En la tabla 31 se observa los resultados del analisis de la comparacion de
medias de Tukey al 5%, al comparar los 3 antibiéticos a la concentracién mas alta
(30ug), el T7 (Estreptomicina 30 pg) expresod el mayor promedio destacandose
significativamente del resto, con una media de 27.86 mm de diametro de halos de
inhibicion, seguido por los T4 (30ug de Neomicina) y T1 (30ug de Gentamicina)
que no presentan diferencias significativas con promedios de 25.40 mm y 24.80

mm respectivamente, los cuales presentaron el mismo rango en la prueba de Tukey.

Al analizar la concentracidn de 10 pg de los antibidticos mencionados en el estudio

la prueba de Tukey nos refiere; que el T2 (10pg de Gentamicina) expreso el mayor
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promedio con 17.33 mm de inhibicion de halo, los T5 y T8 (Neomicina 10ug y
Estreptomicina 10ug) presentan el mismo rango de agrupamiento ya que
estadisticamente no tienen diferencias significativas esto con medias de 13.20 mm
y 11.93 mm de didmetro de inhibicion respectivamente.

De igual manera al comparar las medias de los halos de inhibicidén producidos por
los antibioticos a la concentracion de 5ug la prueba de Tukey al 5 % nos expresa
que no existe diferencias significativas entre los tratamientos, donde el T6 (5ug de
Neomicina), T3 (5ug de Gentamicina) y T9 (5ug de Estreptomicina) presentan
promedios de 6.13 mm, 6 mm y 5.66 mm respectivamente. Pudiendo inferir de tal

manera que estadisticamente son iguales.

En la Figura 15 se observa la distribucion del efecto de la actividad de los

Aminoglucosidos frente al Staphylococcus aureus.
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Figura 15. Efecto de la actividad de los Aminoglucésidos frente al
Staphylococcus aureus aislados de mastitis bovina.
Elaborado por: Mazon & Mazén, (2022).
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5.6.3.2. Anédlisis de la concentracibn minima inhibitoria de los
aminoglucosidos (Gentamicina, Neomicina y Estreptomicina) frente a S.
aureus, aisladas de leche positiva a mastitis.

Tabla 31. Categorias interpretativas y puntos de corte del didmetro de zona de
inhibicion en milimetros (mm) de Gentamicina frente a Staphylococcus aureus.

Difusién de discos (mm)

Interpretacion <6 7-12 | 13-14 | 15-17 >18
Guia CLSI R | S
Guia EUCAST |R S

R: resistente, I: intermedio, S: sensible

Analisis: En la tabla 32 se presenta los puntos de corte para Staphylococcus aureus
segun la guia (CLSI, 2020), como referencia el documento (VETO1S, 2020) expresa
que para establecer los criterios de susceptibilidad en aislados de mastitis bovina se
considero como resistentes cuando los aislados muestran evidencia de medidas de
halos < 13 mm y sensibles cuando hay evidencia de medidas de halos > 15 mm, de
forma comparativa con la guia (EUCAST, 2022), nos expresa que cuando hay
medida de halo < 17 mm son resistentes, mientras que cuando hay medias de halo

> 18 mm son sensibles.

Tabla 32. Categorias interpretativas y puntos de corte del diametro de zona de
inhibicion en milimetros (mm) de Neomicina frente a Staphylococcus aureus.

Difusion de discos (mm)

Interpretacion <13 > 14

Guia EUCAST | R S

R: resistente, I: intermedio, S: sensible

Analisis: En la tabla 33 se observa los puntos de corte para Staphylococcus aureus,
obtenidos de la guia (EUCAST, 2022) donde se considera resistente cuando hay la

existencia de halos < 13 mm y sensibilidad con halos de inhibicion > 14 mm.
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Tabla 33. Categorias interpretativas y puntos de corte del didmetro de zona de
inhibicion en milimetros (mm) de Estreptomicina frente a Staphylococcus aureus.

Difusién de discos (mm)

Interpretacion <11 >12

Guia EUCAST |R S

R: resistente, I: intermedio, S: sensible

Andlisis: En la tabla 34 se observa los puntos de corte para Staphylococcus aureus
establecidos por la guia del (EUCAST, 2022) la cual expresa que es resistente
cuando hay evidencia de halos < 11 mm y sensibilidad con halos de inhibicion del

crecimiento > 12 mm.

5.6.3.3. Actividad  antimicrobiana de los  aminoglucésidos
(Gentamicina, Neomicina y Estreptomicina) frente a Staphyloccocus aureus

aisladas de mastitis bovina.
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Tabla 34. Actividad antimicrobiana de los antibi6ticos aminoglucésidos frente a Staphyloccocus aureus aislado de mastitis.

S. aureus | Codigo Concentracion de Gentamicina Concentracion de la Neomicina Concentracion de la Estreptomicina
# 30pg |P.C. |10p |P. |5ug |P. |30pg |P. |[10pg |P. |5pg [P.C |30pg |PC |10ug |P. [5pg |P.
g C C C © C C
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9
1 DOO01Al 21 S 14 | 5) R |25 S 14 S 7 R 29 S 10 R 5 R
2 DO004Al 24 S 15 S |5 R |26 S |15 S |7 R 28 S |9 R |4 R
3 D004AD 23 S 14 I 4 R |27 S |14 S |7 R 29 S |7 R |4 R
4 EAO001AlI 25 S 17 S |7 R |26 S |15 S |8 R 27 S |11 R |5 R
5 EA002PI 28 S 19 S |7 R |26 S |14 S |6 R 29 S |10 R |5 R
6 EAO003PD 24 S 18 S |6 R |27 S |14 S |7 R 26 S |12 S |6 R
7 EAO004AI 27 S 19 S |8 R |29 S |14 S |7 R 27 S |13 S |7 R
8 EAO004AD 26 S 18 S |7 R |29 S |14 S |4 R 28 S |14 S |7 R
9 EAO005PI 24 S 17 S |5 R |27 S |14 S |5 R 27 S |15 S |7 R
10 EAO009AI 22 S 16 S |4 R |27 S |13 R |6 R 28 S |15 S |6 R
11 EAO010PI 26 S 18 S |7 R |25 S |12 R |5 R 27 S |14 S |5 R
12 ARO010PI 23 S 17 S |6 R |26 S |12 R |5 R 29 S |13 S |7 R
13 ARO018PI 28 S 19 S |5 R |25 S |12 R |7 R 27 S |15 S |7 R
14 ACHO01AD |24 S 17 S |6 R |13 R |7 R |4 R 28 S |11 R |5 R
15 ACHO002PD | 27 S 19 S |8 R |23 S |14 S |7 R 29 S |10 R |5 R

R: resistente, |: intermedio, S: sensible
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Anélisis: De acuerdo con la tabla 35 podemos ver los resultados del analisis de la
actividad antimicrobiana en relacibn a cada microconcentracion de los
aminoglucdésidos propuestos, para ello se etiqueté como sensibles, intermediamente
resistentes y resistentes segun el didmetro del halo de inhibicidn, en los resultados
se evidencié que en lo concerniente a la Gentamicina a una concentracion de 30 y
10 g los microorganismo son sensibles, pero a 5 pg Staphylococcus aureus ya

expreso resistencia.

Lo mismo con la Neomicina a 30 pug la cual expreso6 14 aislados sensibles y tan solo
1 aislado presento resistencia a dicha concentracion, al observar los halos obtenidos
con la Neomicina a 10 pg se evidencio un nimero de 5 aislados de Staphyloccocus
aureus con resistencia y 10 aislados sensibles, sin embargo, a la concentracion de

5 ug se observo resistencia del total en los 15 aislados.

La Estreptomicina a 30 g expresa que los 15 aislados presentaron sensibilidad, sin
embargo, a 10 ug 7 aislados bacterianos fueron resistentes y 8 sensibles, finalmente
la Estreptomicina a 5ug expresé que el 100% de los Staphyloccocus aureus fueron
resistentes. En la figura 16 se representa la susceptibilidad de lo Aminoglucosidos

(Gentamicina, Neomicina y Estreptomicina) frente a Staphylococcus aureus.
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Figura 16. Efecto de la susceptibilidad del Staphylococcus aureus frente a los
aminoglucoésidos (Gentamicina, Neomicina y Estreptomicina).
Elaborado por: Mazon & Mazén, (2022).
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Tabla 35. Tabla de frecuencia y porcentaje de actividad antimicrobiana de la
Gentamicina frente a la bacteria del gener6 S. aureus.

T1 T2 T3
Criterio
Frec. % Frec. % Frec. %
R 0 0 0 0 15 100
I 0 0 2 13 0 0
S 15 100 13 87 0 0
Total 15 100 15 100 15 100

A.A.: Actividad Antimicrobiana, S: sensible, R: resistentes, I: intermedio.

Analisis: Los resultados de la tabla 36 muestran que el T3 expresé un 100 % de
resistencia en un total de 15 aislados, mientras que el T2 exhibié un 87 % de
sensibilidad que representa 13 aislados y un 13 % de resistencia intermedia con 2
aislados bacterianos, finalmente, el T1 exhibié un 100 % de sensibilidad a 30ug de
Gentamicina, en la figura 17 se obserba los Porcentajes de la susceptibilidad de la

Gentamicina frente a bacterias del genero Staphylococcus aureus aislados de

mastitis bovina.

Intermedio m Sensible

m Resistencia

100%
100%

87%

13%

X X X X X
o o o o o
T1 (30MG) T2 (10MG) T3 5MG

Figura 17. Porcentajes de susceptibilidad del Staphylococcus aureus aislados de
mastitis bovina a la Gentamicina
Elaborado por: Maz6n & Mazén, (2022).

Discusién: Segun Abdul et al. (2014), en su investigacién donde analizd la

sensibilidad a diferentes agentes antimicrobianos frente a 59 cepas de
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Staphylococcus aureus, estos expresaron el 93.08 % de sensibilidad a la
Gentamicina de 10ug, comparativamente en la presente investigacion los resultados
obtenidos expresaron un 87 % sensibilidad, infiriendo que en condiciones medio
ambientales similares 10ug de Gentamicina son suficientes para inhibir el
crecimiento de dichos aislados.

Tabla 36 Frecuencia y porcentaje de susceptibilidad antimicrobiana de la

Neomicina frente a la bacteria del genero S. aureus.

T4 T5 T6
Criterio
Frec. % Frec. % Frec. %
R 1 6.7 5 33.33 15 100
S 14 93.3 10 66.67 0 0
Total 15 100 15 100 15 100

S: sensible, R: resistentes,

Analisis: Los resultados de la tabla 37 muestran que el T6 tiene un 100 % de
resistencia, mientras que el T5 tiene un 66.67 % de sensibilidad con un nimero de
10 bacterias y un 33.33 % de resistencia que representan 5 bacterias, finalmente el
T4 tiene un 93.3 % de sensibilidad con un numero de 14 bacterias, y una resistencia
del 6.7 % lo que representa una sola cepa bacteriana resistente a dicha
concentracion. En la Figuera 18 podemos observar los Porcentajes de la
susceptibilidad de la Neomicina frente a Staphylococcus aureus aislados de leche

positiva a mastitis bovina.

m Resistencia = Sensible

93.3%
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6.7%
B s35%
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Figura 18. Porcentajes de la susceptibilidad de Staphylococcus aureus aislados
de leche positiva a mastitis bovina a la Neomicina.
Fuente: Mazon & Mazén, (2022)

87



Discusion: Segun Abdul et al. (2014), en su estudio donde analizé la sensibilidad
a diferentes agentes antibioticos en 59 cepas de Staphylococcus aureus, la
Neomicina (30pg) exhibié un 87.93 % de sensibilidad, de formar comparativa en
la presente investigacion se obtuvieron resultados similares a la misma
concentracion de dicho farmaco, donde se mostré un 93.3 % de sensibilidad,
afiadiendo a esto a 10 pg se presentd una sensibilidad de 66.7% por ello se asume
que dicha concentracion de neomicina fue suficiente para inhibir el crecimiento de
10 aislados de S. aureus.

Tabla 37. Tabla de frecuencia y porcentaje de actividad antimicrobiana de la
Estreptomicina frente a Staphylococcus aureus.

T7 T8 T9
Criterio
Frec. % Frec. % Frec. %
R 0 0 7 46.67 15 100
S 15 100 8 53.33 0 0
Total 15 100 15 100 15 100

R: resistente, I: intermedio, S: sensible:

Analisis: Los resultados de la tabla 38 muestran que el T9 presenté un 100 % de
resistencia en total de 15 aislados, mientras que el T8 tiene un 53.33 % de
sensibilidad y un 46.67 % de resistencia, finalmente, el T7 tiene un 100 % de
sensibilidad. En la figura 19 se obserba los Porcentajes de la susceptibilidad de la

Estreptomicina frente a Staphylococcus aureus aislados de mastitis.
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Figura 19. Porcentajes de la susceptibilidad de Staphylococcus aureus aislados
de mastitis bovina frente a la Estreptomicina.
Fuente: Mazén & Mazén, (2022).
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Discusion: Segun Pineda, (2016) en su investigacion de resistencia antibi6tica por
parte de los agentes causantes de la mastitis, aislaron 63 Staphylococcus aureus, en
dicho estudio obtuvieron una presentacién del 20.6 % de resistencia a la
Estreptomicina (10ug), de manera comparativa dicho valor antes mencionado es
menor a los resultados obtenidos en la presente investigacién al0 pg del farmaco

citado donde se present6 un 75 % de resistencia.

5.6.4. Efecto de la actividad antimicrobiana oxitetraciclina frente a

Escherichia coli aisladas de mastitis.

Se analizo el efecto de cado uno de los tratamientos mediante el anélisis de varianza
del disefio de bloques completamente alzar (DBCA), con la finalidad de encontrar
aquellos que tuvieron un mejor comportamiento frente a Escherichia coli aisladas
de leche positivas a mastitis.

Tabla 38. Analisis de varianza (ADEVA) del efecto de la actividad antimicrobiana

de Oxitetraciclina frente a Escherichia coli aisladas de leche positiva a mastitis
bovina.

Fuente Variacion | GL SC CM F-Valor | Pr>F
Tratamiento 2 1072.58 536.29 533.12 <.0001**
Clinico

Bloque 7 119.29 17.04 16.94 <.0001**
Error 14 14.08 1.005 CV:8.50%
Total 23 1205.95

**. Altamente significativo, CV: coeficientes de variacion.

Anadlisis: En la tabla 39 se muestran los resultados obtenidos al analizar la
interaccion de la actividad antimicrobiana de la Oxitetraciclina en la inhibicion del

crecimiento de Escherichia coli, la prueba de Fisher nos indica:

En lo que concierne a los bloques o repeticiones se observa una interaccion
altamente significativa, esto quiere decir que existié efecto en los resultados por
parte de las repeticiones, interpretando asi que las unidades experimentales tuvieron

un comportamiento diferente al ser sometidas al efecto de la oxitetraciclina.
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En el caso de los tratamientos la prueba de Fisher manifiesta que la actividad
antimicrobiana de la oxitetraciclina a diferente microconcentraciones sobre
Escherichia coli ostenta una diferencia altamente significativa, evidenciando que la
oxitetraciclina posee un diferente efecto al momento de inhibir el crecimiento de la
bacteria antes mencionada. Con un coeficiente de variacion de 8.50 % confiriendo

veracidad y aceptabilidad a los datos obtenidos en la presente investigacion.

5.6.4.1. Anélisis de la comparacion de medias (Tukey 5%) del efecto de
actividad antimicrobiana de la oxitetraciclina frente a Escherichia coli aislados

de mastitis bovina.

Mediante el analisis de la prueba de Tukey 5%, para la comparacion de medias de
los tratamientos se observo las medias de los valores de los halos de inhibicion de
oxitetraciclina a (5ug, 10ug y 30ug) frente a Escherichia coli.

Tabla 39. Prueba de comparacion de medias (Tukey), del efecto de la actividad
antimicrobiana de la oxitetraciclina frente a Escherichia coli.

Tratamiento N Medias Tukey Agrupamiento
clinico

1 (30 pg) 8 20.50 A

2 (10 pg) 8 10.62 B

3 (5 Hg) 8 4.25 C

N: namero de unidades experimental.

Analisis: Para determinar cual fue el mejor tratamiento, se realizo la comparacion
de medias Tukey al 5%, donde el tratamiento T1 (30ug) fue el que presento la
mayor zona de inhibicidn de crecimiento bacteriano con un promedio de 20.45 mm
de diametro de halo de inhibicion; seqguido del tratamiento T2 (10ug) con un
promedio de 10.62 mm de diametro de zona de inhibicion; y finalmente, el
tratamiento T3 exhibié el promedio mas bajo con 4.25 mm de zona de inhibicion.
En la figura 20 se aprecia el Efecto de la actividad de la oxitetraciclina frente a

bacterias del genero Escherichia coli aislados de mastitis bovina.
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Figura 20. Efecto de la actividad de la oxitetraciclina frente a Escherichia coli
aislados de mastitis bovina.
Elaborado por: Mazon & Mazén, (2022)

5.6.4.2. Anadlisis de la concentracion minima inhibitoria de

oxitetraciclina frente a Escherichia coli, aisladas de leche positivas a mastitis.

La interpretacion se llevo acabo en base a las recomendaciones del Clinical
Laboratory Estandar Institute (CLSI, 2020), y las recomendaciones del comité
Europeo de Pruebas de Susceptibilidad (EUCAST, 2022) donde se establecen los
puntos de corte para organismos de tipo salvaje.

Tabla 40. Categorias interpretativas y puntos de corte del diametro de la zona de
inhibicion en milimetros (mm) de Oxitetraciclina frente a Escherichia coli.

Difusion de discos (mm)

Interpretacion <11 12-14 15- 18 >19
Guia CLSI R I S
Guia EUCAST | R S

R: resistente, I: intermedio, S: susceptibles.

Analisis: En la tabla 41 se observa los puntos de corte establecidos por la guia
CLSI, (2020) del documento VETO01, donde se considera a la Tetraciclina como

farmaco representativo de este grupo farmacologico para el establecimiento de
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criterios de susceptibilidad, en los documentos citados se menciona que la dosis
usual para realizar actividad antimicrobiana es de 30 ug en enterobacterias donde

se incluye a la E. coli.

5.6.4.3. Actividad antimicrobiana de la oxitetraciclina frente a

Escherichia coli aisladas de mastitis bovina

Tabla 41. Actividad antimicrobiana de la oxitetraciclina frente Escherichia coli.

Escherichia Concentracion de Oxitetraciclina
coli Cédigo | (30pg) | P-C. | (10pg) | P-C. | (5pg) | P.C.
i T1 T2 T3
1 DO002PI 19 S 10 R 5 R
2 DO03PI 26 S 15 S 9 R
3 EAO006PI 21 S 11 R 3 R
4 AROO01AI |23 S 13 I 4 R
5 ARO001AD | 17 S 9 R 2 R
6 ARO002PD | 18 S 8 R 2 R
7 AR0004PD | 19 S 9 R 4 R
8 ARO13PI 21 S 10 R 5 R

S: susceptible. I: intermedio, R: Resistente. P.C: punto de corte

Andlisis: La actividad antimicrobiana de la Oxitetraciclina frente a Escherichia coli
aisladas de leche positivas a mastitis bovina se observa en la tabla 42 los resultados
obtenidos demuestran que al T1 (30ug) presenta el 100% de susceptibilidad en los
8 aislados, mientras que el T2 (10ug) presenta un 75% de resistencia expresado por
6 bacterias, finalmente en el T3 (5ug) se observo que existe un 100% de resistencia
en los 8 aislados. En la figura 21 se representa la susceptibilidad de lo

Oxitetraciclina frente a las bacterias del género Escherichia coli.
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Figura 21. Efecto de la susceptibilidad de E. coli frente a oxitetraciclina.
Elaborado por: Mazon & Mazoén, (2022).

Tabla 42 Frecuencia y porcentaje de susceptibilidad antimicrobiana de la
oxitetraciclina frente a Escherichia coli.

T1 T2 T3
Criterio
Frec. % Frec. % Frec. %
R 0 0 6 75 8 100
I 0 0 1 12.5 0 0
S 8 100 1 12.5 0 0
Total 8 100 8 100 8 100

R: resistente, I: intermedio, S: sensible

Analisis: Los resultados de la tabla 43 muestran que el T3 (5ug) tiene un 100 % de
resistencia expresandose en 8 aislados, mientras que el T2 (10ug) presenta un 12.5
% de resistencia intermedia contemplado por 1 bacteria, ademas presenta 12.5 %
de susceptibilidad, y un 75 % de resistencia, finalmente el T1 (30ug) presenta un
100 % de susceptibilidad, segun los puntos de corte tomados en referencia de la
guia del CLSI, (2020). En la figura 22 se representa los porcentajes de la
susceptibilidad de la Oxitetraciclina frente a E. coli aisladas de leche positiva a

mastitis bovina

93



m Resistencia Intermedio = Sensible

o =)
T1

100%
100%

75%

12.5%
12.5%

X X
) )
T2 T3

Figura 22. Porcentajes de la susceptibilidad de la oxitetraciclina frente a
bacterias del genero E. coli aisladas de mastitis bovina.
Elaborado por: Mazon & Mazoén, (2022)

Discusion: Segun Nibret et al. (2011), en su estudio donde evaluo la actividad
antimicrobiana en patdgenos causantes de mastitis, aislo 5 cepas de Escherichia
coli causantes de mastitis de las cuales el 40 % (n=2) presentaron susceptibilidad a
la Tetraciclina y el 60% restante resistencia, también Cruz et al. (2017), en su
estudio de identificacion y resistencia de patdgenos aislados de mastitis bovina
demostrd que E. coli presento el 33.3% de resistencia frente a oxitetraciclina
(30ug), de tal manera podemaos inferir que en la presente investigacion se evidencio
una mejor efectividad ya el 100 % de los aislados son susceptibles a la

oxitetraciclina a una concentracion de 30ug.

5.6.5. Efecto de la actividad antimicrobiana de los Betalactamicos en estudio

sobre bacterias del género Escherichia coli.

Se analizo el efecto de cado uno de los tratamientos mediante el anélisis de varianza
del disefio completamente alzar (DBCA), con la finalidad de encontrar aquellos que
tuvieron un mejor comportamiento contra Escherichia coli aisladas de leche

positivas a mastitis.
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Tabla 43 Analisis de varianza (ADEVA) del efecto de la actividad de los
Betalactamicos (Penicilina, Cefalexina y Cloxacilina) frente a Escherichia coli.

Fuente GL SM CM F-Valor | Pr>F
Variacion

Tratamiento | 8 4102.94 512.8680 677.55 <.0001**
clinico

Bloque 7 12.98 1.855 2.45 0.0289 *
Error 56 42.388 0.756 CV: 7.30%
Total 71 4158.31

**. Altamente significativa, *: significativo, CV: coeficiente de variacion.

Andlisis: En la tabla 44 podemos inferir que los resultados obtenidos al analizar la
actividad antimicrobiana de los betalactdmicos en la inhibicion del crecimiento de

Escherichia coli, la prueba de Fisher nos indica:

En lo que concierne a los bloques o repeticiones se evidencia una interaccion
significativa, esto quiere decir que existié efecto en los resultados por parte de las
repeticiones, interpretando asi que las unidades experimentales tuvieron un
comportamiento diferente al ser sometidas a los antibioticos de la familia

betalactamicos.

En el caso de los tratamientos se justifica en base a la prueba de Fisher que la
actividad antimicrobiana de los betalactdmicos a diferente microconcentraciones
sobre Escherichia coli, posee una diferencia altamente significativa, evidenciando
que tiene un comportamiento diferente al momento de inhibir el crecimiento de la
bacteria antes mencionada. Con un coeficiente de variacion de 7.30 % confiriendo

veracidad y aceptabilidad a los datos obtenidos en la presente investigacion.

5.6.5.1. Analisis de la comparacion de medias (Tukey 5%o) del efecto de
actividad antimicrobiana de los Betalactamicos (Penicilina, Cefalexina y

Cloxacilina) frente a Escherichia coli aislados de mastitis bovina.

El analisis de la comparacién de medias (Tukey 5%), permitié corroborar los
promedios entre los tratamientos de los Betalactamicos (Penicilina, Cefalexina y

Cloxacilina, a 5ug, 10pg y 30ug), pudiendo determinar que tratamiento obtuvo el
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mejor promedio en la medida de los halos de inhibicion en base a la media de la
poblacion de un total de 8 aislados confirmados como Escherichia coli, los cuales

se asilaron de mastitis bovina.

Tabla 44 Prueba de comparacién de medias (Tukey 5%), del efecto de la actividad
antimicrobiana de los betalactamicos frente a Escherichia coli.

Tratamiento N Medias Tukey Agrupamiento
clinico

7 (10 pg Clox.) |8 26.87 A

4 (30 pg Cl.) 8 19.75 B

8 (5 ug Clox.) 8 16.50 C

1 (30 pg Pen.) 8 13.75 D

5 (10 g Cl.) 8 9.62 E

9 (1 pug Clox.) 8 8.00 F

2 (10 pg Pen.) 8 5.62 G

6 (5 ug Cl.) 8 4.37 G

3 (5 pug Pen.) 8 2.62 H

N: nimero de unidades experimentales, Pen.: penicilina, Clox.: cloxacilina, ClI.:

cefalexina.

Analisis: La prueba de Tukey al 5% no ayudé a determinar la categorizacion de los
tratamientos y entender su expresion, donde el tratamiento T7 (10ug Cloxacilina)
fue el que presentdé mayor zona de inhibicion de crecimiento bacteriano con un
promedio de 26.87 mm de diametro de halo; seguido del tratamiento T4 (30ug
Cefalexina) con un promedio de 19.75 mm de diametro de zona de inhibicién de
crecimiento bacterianos; continuando el tratamiento T8 (5ug de Cloxacilina)
presento un promedio de 16.50 mm didmetro de zona de inhibicion, posteriormente
se sittia el T1 (30ug de Penicilina) con un promedio de 13.75 mm diametro de halo
de inhibicidn, los cuales representan la concentracion suficiente para inhibir el

crecimiento bacterianos.
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Ademas, en la expresion del T5 (10ug de Cefalexina) este farmaco present6 un
promedio de 9.62 mm de didmetro de halo de inhibicion, siguiéndole el T9 (1pg de
Cloxacilina) con un promedio de 8 mm de halo, posteriormente el T2 (10ug de
Penicilina) obtuvo un promedio de 5.62 mm de didmetro el cual no presenta
diferencias significativas con el T6 (5ug de Cefalexina) con un promedio de 4.37
mm de halo y finalmente el tratamiento con menor promedio de didmetro fue T3
(5pg de Penicilina) con 2.62 mm. En la figura 23 se evidencia el efecto de la

actividad de los betalactamicos frente a Escherichia coli aisladas de mastitis bovina.
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Figura 23. Efecto de la actividad de los betalactamicos frente Escherichia coli
aisladas de mastitis bovina.
Elaborado por: Mazon & Mazén, (2022)

5.6.5.2. Analisis de la concentracion minima inhibitoria de los
antibioticos betalactdmicos (Penicilina, Cefalexina y Cloxacilina) sobre

bacterias Escherichia coli, aisladas de leche positivas a mastitis.

La interpretacion se llevd acabo segun a las recomendaciones del Clinical

Laboratory Estandar Institute (CLSI, 2020), y las recomendaciones del comité
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Europeo de Pruebas de susceptibilidad (EUCAST, 2022) donde establecen los

puntos de corte para organismo de la familia Enterobacterias.

Tabla 45. Categorias interpretativas y puntos de corte del didmetro de zona de
inhibicion en milimetros (mm) de la Penicilina frente a Escherichia coli.

Difusion de discos (mm)

Interpretacion <13 14-16 | >17
Guia CLSI R | S
Guia EUCAST | R S

R: Resistencia, S: sensible, I: intermedio

Analisis: En la tabla 46 podemos ver los puntos de corte establecidos por la guia
(CLSI, 2022) en el documento M100-ED32 indica los puntos de corte usados para
la penicilina donde se establece que se considera como resistente cuando la medida
de los halos es < 13mm y sensible cuando la medida de los halos es > 17 mm, igual
manera en la guia (EUCAST, 2022), establece los puntos de corte para Escherichia
coli, considerando que es sensible cuando la medida del halo es > 14 mm y

resistentes cuando la medida del halo de inhibicion es de < 13 mm.

Tabla 46. Categorias interpretativas y puntos de corte del diametro de zona de
inhibicion en milimetros (mm) de la Cefalexina frente a Escherichia coli.

Difusion de discos (mm)

Interpretacion <13 > 14

Guia EUCAST | R S

R: Resistencia, S: susceptibles.

Analisis: La Guia (EUCAST, 2022), Establece los puntos de corte para Escherichia
coli frente cefalexina con discos de 30ug, la cual estipula que este patdgeno es
susceptible cuando su medida de halo es > 14 mm y resistente cuando hay evidencia

de medida de halo < 13mm de zona de inhibicion.
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Tabla 47. Categorias interpretativas y puntos de corte del didmetro de zona de
inhibicion en milimetros (mm) de la Cloxacilina Escherichia coli.

Difusién de discos (mm)

Interpretacion

<10

11-12

>13

Guia EUCAST

R

S

R: resistencia, S: susceptibles, I: intermedio.

Andlisis: En la tabla 48 podemos ver los puntos de corte establecidos por la guia

(CLSI, 2015), estipulando que la concentracion recomendad es de 1 pg de

cloxacilina para trabajos in vitro en donde para establecerse como susceptibles debe

haber evidencia de medidas de halos > 13 mm.

5.6.5.3. Actividad antimicrobiana de los antibidticos betalactamicos

(Penicilina, Cefalexina y Cloxacilina) frente a Escherichia coli aisladas de

mastitis bovina.
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Tabla 48 Actividad antimicrobiana de los antibidticos aminoglucdésidos frente a Escherichia coli aisladas de mastitis bovina.

Concentracion de Penicilina Concentracion de la Cefalexina Concentracion de la Cloxacilina

Escherichia coli Codigo | 30#9 [P [10u |P | 5pg | P. |30ug | P. | 10ug |P. | 5pg |PC|10ug | P |5ug |P. |1ug |P.C.
# Clg C C C C ; C C.

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9
1 DO02PI 15 S |6 R |3 R |19 S |8 R |5 R 29 S |19 S 10 |R
2 DO03PI 13 R |5 R |2 R |18 S |9 R |4 R 26 S | 16 S |6 R
3 EAO006PI 14 S |5 R |2 R |21 S 10 R |5 R 27 S |17 S 7 R
4 AROO1Al 13 R |6 R |3 R |20 S 11 R |4 R 26 S |16 S 8 R
5 ARO001AD 13 R |6 R |3 R |20 S 10 R |4 R 25 S | 17 S 9 R
6 AR002PD 13 R |6 R |3 R |20 S 10 R |5 R 27 S |16 S 8 R
7 AR0004PD | 14 S |5 R |2 R |21 S 9 R |4 R 28 S |15 S 8 R
8 ARO013PI 15 S |6 R |3 R |19 S 10 R |4 R 27 S |16 S 8 R

R: resistencia, S: sensible, P.C.: punto de corte.
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Andlisis: en la tabla 49 se puede evidenciar los resultados, de la actividad
antimicrobiana de los 3 antibidticos pertenecientes a la familia de los
betalactdmicos, donde la penicilina determinada a 30 pg expresa 4 aislados
resistentes a dicha concentracion, por otra parte, a menores concentraciones se

evidencia que los 8 aislados tiene resistencia a los antibiéticos mencionados.

Cefalexina a 30 pug muestra una susceptibilidad total, considerandose que a menores
concentraciones 10 y 5 g se observa la presentacion de resistencias por parte de
los 8 aislados causantes de mastitis bovina.

En lo que concierne a la cloxacilina a concentracion de 1 pg exhibe una resistencia
total por parte de los 8 aislados, ademas se observé que a mayor concentracion los
8 aislados expresaron una susceptibilidad total. En la figura 24 se representa la
susceptibilidad de los betalactamicos frente a Escherichia coli.
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Figura 24. Efecto de la susceptibilidad de los betalactamicos frente a E. coli
aisladas de mastitis bovina.
Elaborado por: Mazon & Mazén, (2022).
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Tabla 49. Categorias interpretativas y puntos de corte del didmetro de zona de
inhibicion en milimetros (mm) de la Penicilina frente Escherichia coli.

Penicilina
Criterio T1 T2 T3
Frec. | % Frec. % Frec. | %
S 4 50 0 0 0 0
I 0 0 0 0 0 0
R 4 50 8 100 8 100
total 8 100 8 100 8 100

P.C: puntos de corte, R: resistente, I: intermedio, S: susceptible, F: frecuencia.

Analisis: La tabla 50 Muestra que el T3 (5ug) expresé un 100 % de resistencia en
un total de 8 aislados, asi mismo el T2 (10ug) exhibidé un 100 % de resistencia,
finalmente el T1 (30ug) presentd un 50 % de susceptibilidad y 50 % de resistencia.
En la figura 25 se observa los porcentajes de la susceptibilidad a la penicilina por

parte de Escherichia coli. aisladas de leche positiva a mastitis bovina.
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Figura 25. Porcentajes de la susceptibilidad a la Penicilina por parte de
Escherichia coli, aisladas de mastitis bovina.
Elaborado por: Mazon & Mazén, (2022)
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Discusion: Franco, (2020) en su investigacion evalud la susceptibilidad a la
Penicilina (10ug) por parte de 27 cepas de E. coli demostrando que el 81 % (n=22)
eran resistentes y el 19 % (n=5) eran sensibles a dicho farmaco a dicha
concentracion, comparativamente en la presente investigacion a la misma
concentracion los 8 aislados son 100 % resistentes, mientras que al exponer los

aislados a 30pg el 50 % son sensibles y 50 % son resistentes.

Tabla 50. Frecuencia y porcentaje de susceptibilidad antimicrobiana de
Cefalexina frente a Escherichia coli.

Cefalexina
Criterio T4 T5 T6
Frec % Frec % Frec %
S 8 100 0 0 0 0
I 0 0 0 0 0 0
R 0 0 8 100 8 100
total 8 100 8 100 8 100

R: resistente, |: intermedio, S: sensible, F: frecuencia.

Analisis: Los resultados de la tabla 51 muestran que el T6 (5ug) presenté un 100
% de resistencia, asi mismo que el T5 (10ug) exhibié un 100 % de resistencia,
finalmente, el T4 (30ug) ostentd de un 100 % de susceptibilidad en 8 aislados a
dicha concentracion. En la figura 26 se observa los porcentajes de la susceptibilidad
de la cefalexina frente a Escherichia coli aislados de leche positiva a mastitis

bovina.
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Figura 26. Porcentajes de la susceptibilidad de la cefalexina frente Escherichia
coli aislados de mastitis bovina.
Elaborado por: Mazon & Mazoén, (2022)

Discusion: Segin Mohamed et al. (2016), en su investigacion aislo E. coli la cual
representaba el 32.14% (n=36) del total de los aislados, dichos aislados en las
pruebas de susceptibilidad in vitro con cefalexina (30g) demostraron un 50 % de
susceptibilidad (n=18), discerniendo de esta investigacion ya que de 8 cepas de E.
coli el 50 % (n=4) expresaron sensibilidad y el 50% resistencia a una concentracion

de 30ug.

Tabla 51. Frecuencia y porcentaje de susceptibilidad antimicrobiana de
Cloxacilina frente a Escherichia coli.

Cloxacilina
Criterio T7 T8 T9
F % F % F %
S 8 100 8 100 0 0
I 0 0 0 0 0 0
R 0 0 0 0 8 100
total 8 100 8 100 8 100

P.C: puntos de corte, R: resistente, I: intermedio, S: susceptible, F: frecuencia.

Analisis: Los resultados de la tabla 52 muestran que el T9 (1pg) exhibié un 100 %

de resistencia en 8 aislados, mientras que el T8 (5ug) presenté un 100 % de
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susceptibilidad, finalmente, asi mismo el T7 (10ug) ostentd de un 100 % de
susceptibilidad. En la figura 27 podemos observar los Porcentajes de la
susceptibilidad a la Cloxacilina por parte de Escherichia coli aislada de leche

positiva a mastitis bovina.

m Resistente Intermedio = Sensible
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Figura 27. Porcentajes de la susceptibilidad de la Cloxacilina frente a
Escherichia coli aislados de mastitis bovina.
Elaborado por: Mazon & Mazon (2022).

Discusion: Trevizan, (2019) en su investigacion aislé 114 cepas de E, coli de vacas
con mastitis de las cuales se evalud la susceptibilidad in vitro a la cloxacilina (25u9)
pudiendo demostrar que el 99.1 % (n=113) son resistentes y tan solo el 0.9 % (n=1)
es sensible, comparativamente se demostrd que en los resultados obtenidos en la
actual investigacion 5 pg del farmaco citado fueron suficientes para inferir en el
crecimiento de dicha bacteria ya que presenté el 100 % de susceptibilidad, se asume
que esto se debe al desconocimiento en el uso de antimicrobianos y su mecanismo

de accion.

5.6.6. Efecto de la actividad antimicrobiana de los aminoglucésidos

(Gentamicina, Neomicina y Estreptomicina) frente a Escherichia coli.

Se analizo el efecto de cado uno de los tratamientos mediante el anélisis de varianza
del disefio de bloques completamente al azar (DBCA), con la finalidad de encontrar
aquellos antibiéticos aminoglucésidos (Gentamicina, Neomicina y Estreptomicina)
que tuvieron un mejor comportamiento en la inhibicion del crecimiento de

Escherichia coli aislados de leche positivas a mastitis.
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Tabla 52. Analisis de varianza (ADEVA) del efecto de la actividad de los
aminoglucosidos sobre bacterias del género Escherichia coli.

Fuente G.L. S.C. C.M. F-Valor | Pr>F
Variacion

Tratamiento | 8 5586.777 698.34722 | 557.79 <.0001**
clinico

Bloque 7 17.76388 2.5376 2.03 0.0675 NS
Error 56 70.11111 1.2519 CV: 7.55%
Total 71 5674.6527

**: Altamente significativa, NS: no significativo, CV: coeficiente de variacion.

Andlisis: En la tabla 53 podemos inferir que los resultados obtenidos al analizar la
actividad antimicrobiana de los aminoglucosidos en la inhibicion del crecimiento

de Escherichia coli, la Fisher manifiesta que:

En lo que concierne a los bloques o repeticiones la interaccion es no significativa,
demostrando que no existid efecto en los resultados por parte de las repeticiones,
asumiendo que las unidades experimentales tuvieron un comportamiento similar

contra los antibiéticos de la familia aminoglucosidos.

En el caso de los tratamientos se evidencié mediante la prueba de Fisher que la
actividad antimicrobiana de los aminoglucoésidos a diferente microconcentraciones
sobre Escherichia coli, se le atribuye una diferencia altamente significativa,
evidenciando de tal modo que tiene un efecto diferente al momento de inhibir el
crecimiento de la bacteria antes mencionada. Esto con un coeficiente de variacion
de 7.55 % confiriendo veracidad y aceptabilidad a los datos obtenidos en la presente

investigacion.

5.6.6.1. Analisis de la comparacion de medias (Tukey 5%o) del efecto de

actividad antimicrobiana de los Aminoglucoésidos frente Escherichia coli.

Mediante el analisis de la prueba de Tukey 5%, para la comparacion de medias de
los tratamientos se observd las medias de los valores de los halos de inhibiciéon de

aminoglucédsidos a (5ug, 10ug y 30ug) frente a Escherichia coli.
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Tabla 53. Prueba de comparacién de medias (Tukey 5%), del efecto de la actividad
antimicrobiana de los aminoglucdsidos frente a genero Escherichia coli.

Tratfflrr_\iento N Medias Tukey Agrupamiento
clinico

1 (30 pg Gen.) 8 27.87 A

7 (30 pg Estr.) 8 27.62

4 (30 pg Neo.) 8 24.50 B

8 (10 pg Estr.) 8 12.75 C

2 (10 pg Gen.) 8 12.12 C

5 (10 pg Neo.) 8 11.12 C

9 (5 ug Estr.) 8 6.25 D

3 (5 ug Gen.) 8 5.87 D

6 (5 ug Neo.) 8 5.25 D

N: unidades experimentales, Gen.: gentamicina, Neo.: neomicina, Estr.:

estreptimicina.

Analisis: EI T1 (30ug Gentamicina) fue el que presenté mayor zona de inhibicion
de crecimiento bacteriano con un promedio de 27.87 mm de diametro de halo;
seguido del tratamiento T7 (30ug Estreptomicina) con un promedio de 27.62 mm
de diametro de zona de inhibicién compartiendo el mismo rango de Tukey que
expresa igualdad estadistica; y finalmente, el tratamiento T4 (30ug de Neomicina)
presentd una media de 24.50 mm diametro de zona de inhibicién de crecimiento

bacteriano.

Al comparar los antibiéticos a la concentracion de 10ug se expresan la misma
interaccién en el rango de Tukey, lo que nos refiere que no se le atribuye diferencias
significativas; siendo el T8 (Estreptomicina 10ug) el que presento la mayor media
con 12.75 mm de diametro de halo de inhibicion, seguido por el T2 (10ug de
Gentamicina) con un promedio de 12.12 mm de didmetro de halo de inhibicion y
finalmente el T5 (10g de Neomicina) obtuvo el promedio de 11.12 mm siendo el
mas bajo a la concentracion antes mencionada frente a Escherichia coli aisladas de

mastitis bovina.
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De tal manera que los antibidticos aminoglucosidos al ser comprados a la
concentracion mas baja propuesta (5ug) de los farmacos frente a Escherichia coli
aisladas de mastitis bovina, se reportd que expresan la misma agrupacion de rango
de la prueba de Tukey demostrando que no tiene diferencias significativas para ello;
el T9 (5ug de Estreptomicina) es el que presenté mayor promedio de 6.25 mm de
halo de inhibicion, seguido del T3 (5ug Gentamicina) con un promedio de 5.87 mm
y finalmente el T6 (5ug de Neomicina) tiene el promedio mas bajo con 5.25 mm
de diametro de halo de inhibicion. En la figura 28 podemos ver el efecto de la
actividad de los aminoglucésidos (Gentamicina, Neomicina y Estreptomicina)

frente a bacterias del género Escherichia coli aisladas de mastitis bovina.
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Figura 28. Efecto de la actividad de los aminoglucésidos frente a Escherichia

coli aisladas de mastitis bovina.
Elaborado por: Mazon & Mazén, (2022)
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5.6.6.2. Andlisis de la concentracion minima inhibitoria de los

antibidticos aminoglucosidos frente a Escherichia coli.

La interpretacién se llevd acabo segin a las recomendaciones del Clinical
Laboratory Estandar Institute (CLSI, 2020), y del comité Europeo de Pruebas de
susceptibilidad (EUCAST, 2022) donde establecen los puntos de corte para
organismo de la familia Enterobacterias.

Tabla 54. Categorias interpretativas y puntos de corte del didmetro de zona de

inhibicion en milimetros (mm) de la Gentamicina frente a Escherichia coli
mediante el método difusion en disco.

Difusién de discos (mm)

Interpretacion | <12 13-15 16 >17
Guia CLSI R I S
Guia EUCAST |R S

R: resistente, I: intermedio, S: sensible.

Analisis: En la tabla 55 podemos ver los puntos de corte establecidos por la guia
del CLSI, (2020) y el documento VETO1, dichos manifiestos indican que la
Gentamicina a 10 pg frente enterobacterias, se considera sensibles cuando hay
medias de halos > 16 mm y resistentes con medidas de halo < 12 mm, igualmente
en la guia del EUCAST, (2022) refiere que este tipo de aislados son sensible cuando
tiene medidas de halo > 17 mm y es resistente cuando tiene medidas < 16 mm para

organismos de tipo salvaje.

Tabla 55. Categorias interpretativas y puntos de corte del diametro de zona de
inhibicion en milimetros (mm) de la Neomicina frente a Escherichia coli.

Difusion de discos (mm)

Interpretacion <11 12 13-16 >17
Guia CLSI R I S
Guia EUCAST |R S

R: resistente, I: intermedio, S: sensible.

109



Anélisis: En la tabla 56 podemos ver los puntos de corte establecidos para
microorganismos de la familia enterobacterias, segun la guia (CLSI, 2015) donde
dicho publicado manifiesta que la Neomicina a 30ug se considera sensibles cuando
hay medias de halos > 17 mm y resistentes con medidas de halo < 12 mm, de igual
manera segun la guia (EUCAST, 2022) refiere que este tipo de aislados son
considerados sensible cuando expresan medidas de halo > 13 mm y resistentes

cuando tienen medidas < 12 mm para organismos de tipo salvaje.

Tabla 56. Categorias interpretativas y puntos de corte del diametro de zona de
inhibicién en milimetros (mm) de la Estreptomicina frente a Escherichia coli.

Difusion de discos (mm)

Interpretacion <11 12-14 >15

Guia CLSI R | S

R: resistente, I: intermedio, S: susceptible.

Analisis: En la tabla 57 podemos ver los puntos de corte establecidos por la guia
del (CLSI, 2020) en el documento VETO1 donde dicho publicado manifiesta que la
Estreptomicina a 10 pug se considera sensibles cuando hay medias de halos > 15 mm

y resistentes con medidas de halo <11 mm.

5.6.6.3. Actividad antimicrobiana de aminoglucésidos (Gentamicina,
Neomicina y Estreptomicina) frente a Escherichia coli aisladas de mastitis

bovina.
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Tabla 57. Actividad antimicrobiana de los antibioticos animoglucésis frente a Escherichia coli aislada de mastitis bovina.

Escherichia | Cadigo Concentracion de Gentamicina Concentracion de la Neomicina Concentracion de la

coli Estreptomicina

# 30ug | PC | 10pug | PC | 5ug [PC | 30pug | P | 10ug | P.C | 5ug | P.C. | 30ug | PC | 10ng | P.C | 5ug | P.C
T1 T2 T3 T4 y T5 T6 T7 T8 T9

1 DO02PI 29 S 10 R |5 R |23 S |11 R |5 R 26 S 11 R |5 R

2 DO03PI 27 S 11 R 6 R |25 S |12 S 6 R 29 S 14 | 7 R

3 EAO006PI 27 S 12 R 6 R |24 S |10 R |5 R 27 S 11 R |5 R

4 AROO1Al 28 S 14 I 7 R |26 S |13 S 4 R 27 S 12 I 6 R

5 ARO001AD | 28 S 12 R |6 R |26 S |12 S 5 R 26 S 15 S 6 R

6 AR002PD 29 S 12 R |5 R |22 S |11 R |6 R 29 S 15 S 6 R

7 AR0004PD | 28 S 14 | 6 R |25 S |10 R |5 R 29 S 13 I 7 R

8 ARO013PI 27 S 12 R |6 R |25 S |10 R |6 R 28 S 11 R |8 R

R: resistente, S: sensible, I: intermedio, P.C: Puntos de corte.

111




Andlisis: en la tabla 58 se aprecia la interaccion de la actividad antimicrobiana de
los 3 antibidticos perteneciente a la familia de los aminoglucésidos frente a
Escherichia coli, aisladas de mastitis bovina.

En lo concerniente a los 3 antibioticos (Gentamicina, Neomicina y Estreptomicina),
se evidencio que en su mayoria los aislados bacterianos ya presentan resistencia a
10ug de cada farmaco en cuestion; en el caso de la Gentamicina 6 aislados son
considerados como resistentes y 2 aislados presentan una resistencia intermedia,
también en el caso de la Neomicina a dicha concentracion 5 aislados se consideran
resistentes y tan solo 3 son sensibles, finalmente la Estreptomicina presento el
menor expresion de resistentes, en donde 3 aislados son resistente, 2 cepas sensibles

y 3 con resistencia intermedia.

Al analizar la concentracion de 30pg en todos los antibioticos, se puede observar
un 100% de sensibilidad en todos los aislados, interpretando de tal modo que las
bacterias ya presentan resistencia total a una concentracion minima de 5ug, por ello
se asume que las concentraciones minimas inhibitorias de los aminoglucosidos en
estudio estan entre intervalos > 10 ug hasta <30 pg. En la figura 29 se representa la
susceptibilidad de los aminoglucosidos frente a las bacterias del género Escherichia

coli.
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Figura 29. Efecto de la susceptibilidad de los aminoglucésidos frente a E. coli
aisladas de mastitis bovina.
Elaborado por: Mazon & Mazén, (2022)
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Tabla 58. Frecuencia y porcentaje de susceptibilidad antimicrobiana de los

aminoglucosidos (Gentamicina) frente a Escherichia coli.

Gentamicina
Criterio T1 T2 T3
F % F % F %
S 8 100 0 0 0 0
I 0 0 2 25 0 0
R 0 0 6 75 8 100
Total 8 100 8 100 8 100

P.C: puntos de corte, R: resistente, I: intermedio, S: sensible, F: frecuencia.

Analisis: Los resultados de la tabla 59 muestra que el T3 (5ug) presenta un 100 %

de resistencia en los 8 aislados, mientras que el T2 (10ug) tiene un 75 % de

resistencia y un 25 % de resistencia intermedia, finalmente el T1 (30ug) tiene un

100 % de sensibilidad en 8 bacterias a dicha concentracion, en la figura 30

observamos los porcentajes de la susceptibilidad de la Gentamicina frente a

Escherichia coli aislados de leche positiva a mastitis bovina.
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Figura 30. Porcentajes de la susceptibilidad de la Gentamicina frente a
Escherichia coli aisladas de mastitis bovina.
Elaborado por: Mazon & Mazén, (2022)
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Discusion: Segun Raygosa, (2017) en su investigacion donde determiné la
actividad antimicrobiana de algunos agente terapéuticos frente a Escherichia coli
aislada de mastitis, observo un porcentaje de resistencias a la Gentamicina (10ug)
de 35.7 %, comparativamente en la presente investigacion, se evidencié una
resistencia del 75 % a la concentracion antes mencionada, discrepando en lo
expresado en la investigacion citada ya que hay que considerar un sinnimero de
factores que puedan intervenir en la expresion de dichos resultados. De tal modo
se asume que la CMI se encuentra determinada en 30ug

Tabla 59 Frecuencia y porcentaje de susceptibilidad antimicrobiana de Neomicina
frente a Escherichia coli.

Neomicina
Criterio T4 T5 T6
F % F % F %
S 8 100 3 37 0 0
I 0 0 0 0 0 0
R 0 0 5) 63 8 100
total 8 100 8 100 8 100

P.C: puntos de corte, R: resistente, I: intermedio, S: sensible, F: frecuencia.

Analisis: en la tabla 60 se puede evidenciar que el T4 (30ug) presenta un 100% de
sensibilidad con 8 aislados, mientras que en el T5 (10ug) expreso un 63% de
resistencia y un 37%, de sensibilidad, y finalmente el T6 (5ug) tiene una resistencia
del 100 %. En la figura 31 se observa el Porcentajes de la susceptibilidad de la

Neomicina frente a Escherichia coli. aislados de leche positiva a mastitis bovina.
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Figura 31. Porcentajes de la actividad antimicrobiana de la neomicina frente a

Escherichia coli. aisladas de mastitis bovina.

Elaborado por: Mazon & Mazon, (2022).
Discusién: Segin Mohamed et al. (2016), en su estudio donde aislé 112 géneros

bacterianos diferentes, demostré que 32.14 % (n=36) es representando por E. coli

causantes de mastitis, a las cuales se le aplico la susceptibilidad in vitro de

Neomicina (30pg) el cual obtuvo el 50 % (n=18) de susceptibilidad,

Comparativamente en la presente investigacion a 30ug se observo 100% de

susceptibilidad por parte de Escherichia coli al farmaco mencionado.

Tabla 60. Frecuencia y porcentaje de susceptibilidad antimicrobiana de la
Estreptomicina frente a Escharichia coli.
Estreptomicina
Criterio T7 T8 T9
= % F % F %
S 8 100 2 25 0 0
| 0 0 3 37.5 0 0
R 0 0 3 37.5 8 100
total 8 100 8 100 8 100

R: resistente, I: intermedio, S: sensible, F: frecuencia.

115



Andlisis: En la tabla 61 se puede evidenciar que el T7 (30ug) tiene 8 aislados de lo
cuales el 100% son sensibles, mientras que en el T8 (10ug) se expreso una
resistencia del 37.5 % y una resistencia intermedia del 37.5%, ademas una
sensibilidad del 25 %, finalmente el T6 (5ug) tiene una resistencia del 100 %. En
la figura 32 se puede observar los porcentajes de la susceptibilidad de la Escherichia
coli aislados de leche positiva a mastitis bovina frente a estreptomicina.
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Figura 32. Porcentajes de la susceptibilidad de la Estreptomicina frente a
Escherichia coli aisladas de mastitis bovina.
Elaborado por: Mazon & Mazon, (2022)

Discusién: Segun Pérez et al. (2017), en el estudio de la susceptibilidad
antimicrobiana de bacterias causantes de mastitis bovina logré aislar 54 cepas de
Escherichia coli que correspondi6 el 28 % del total, al medir la actividad de la
estreptomicina (10ug) esta present6 el 100 % de susceptibilidad, Segun Mohamed
et al., (2016), en su estudio donde aisldé 112 géneros bacterianos diferentes, de los
cuales el 32.14 % (n=36) es representando por E. coli causantes de mastitis, a las
cuales se le aplico in vitro Estreptomicina (10ug) obtuvo 50 % de sensibilidad y

50% de resistencia.
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5.6.7. Efecto de la actividad antimicrobiana de la Oxitetraciclina frente a

Klebsiella spp.

Se analiz6 el efecto de cada una de las concentraciones de oxitetraciclina sobre el
crecimiento de Klebsiella spp. mediante el andlisis de varianza del disefio de
blogues completamente al azar (DBCA), con la finalidad de encontrar aquellos que
tuvieron un mejor comportamiento al inhibir el crecimiento de la bacteria antes
mencionada.

Tabla 61. Anélisis de varianza (ADEVA) del efecto de la actividad de la
oxitetraciclina frente Klebsiella spp.

Fuente Variacion | G.L. | S.C. C.M. F-Valor | Pr>F
Tratamiento 2 1185.4074 | 592.703704 | 309.99 | <.0001**
clinico

Bloque 8 21.185185 | 2.648148 1.38 0.2751 NS
Error 16 30.592593 | 1.912037 CV:9.38%
Total 26 1237.18518

**. Altamente significativo, NS: no significativo, CV: coeficientes de variacion.

Analisis: En la tabla 62 podemos analizar los resultados obtenidos de la actividad
antimicrobiana de la oxitetraciclina en la inhibicién del crecimiento de Klebsiella

spp., en donde la prueba de Fisher indica que:

En lo que concierne a blogques o repeticiones la interaccion es no significativa,
expresado asi que no existié efecto en los resultados por parte de las repeticiones,
es decir las unidades experimentales tuvieron un comportamiento similar frente al

efecto inhibitorio de la oxitetraciclina.

En el caso de los tratamientos se justificd mediante la prueba de Fisher que la accion
farmacoldgica de la oxitetraciclina a diferenteconcentraciones sobre Klebsiella
spp., expresd una diferencia altamente significativa, manifestando que dicho

farmaco exhibié un efecto diferente al momento de inhibir el crecimiento de la
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bacteria antes mencionada, con un coeficiente de variacién de 9.38% confiriendo

confiabilidad y aceptabilidad a los datos obtenidos en la presente investigacion.

5.6.7.1. Anélisis de la comparacion de medias (Tukey 5%o) del efecto de
actividad antimicrobiana de la oxitetraciclina frente a Klebsiella spp. aisladas

de mastitis bovina.

El analisis de la comparacion de medias (Tukey 5%) exhibio los promedios entre
los tratamientos de la oxitetraciclina a (30pug), (10ug) y (5ug), expresando cual es
el mejor tratamiento segun la media de la poblacion en 9 aislados de Klebsiella spp.

Tabla 62. Prueba de comparacién de medias (Tukey 5%), del efecto de la actividad
antimicrobiana de la oxitetraciclina frente a Klebsiella spp.

Tratamiento N Medias Tukey Agrupamiento
clinico
1 (30 pg) 8 23.00 A
2 (10 ug) 8 14.44 5
3 (5 Hg) 8 6.7 ¢

N: unidades experimentales.

Analisis: Para determinar cual fue el mejor tratamiento, se realizo la comparacion
de medias Tukey al 5%, donde se expresa que el T1 (30ug) fue el que presentd el
mayor promedio en la medida de la zona de inhibicion de crecimiento bacteriano
con 23 mm de diametro; seguido del tratamiento T2 (10pug) con un promedio de
14.44 mm de didmetro de halo, y finalmente, el tratamiento T3 fue el que ostento
el promedio mas bajo con 6.77 mm didmetro de zona de inhibicion. En la figura 33
se aprecia la distribucién del efecto de la actividad antimicrobiana de la

oxitetraciclina frente a Klebsiella spp. aisladas de mastitis bovina.
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Figura 33. Efecto de la actividad de la oxitetraciclina frente a Klebsiella spp.,
aisladas de mastitis bovina.
Elaborado por: Mazon & Mazon, (2022)

5.6.7.2. Anadlisis de la concentracion minima inhibitoria de

oxitetraciclina sobre Klebsiella spp., aisladas de leche positivas a mastitis

La interpretacion se llevo acabo segun a las recomendaciones de la guia del Clinical
Laboratory Estandar Institute (CLSI, 2020).

Tabla 63. Categorias interpretativas y puntos de corte del diametro de zona de
inhibicion en milimetros (mm) de oxitetraciclina frente a Klebsiella spp.

Difusion de discos (mm)

Interpretacion <11 12-14 >15

Guia CLSI R | S

R: resistente, |: intermedio, S: sensible.

Analisis: En la tabla 64 podemos ver los puntos de corte establecidos por la guia
(CLSI, 2018) donde establece los criterios concernientes a la tetraciclina como
representativa de la oxitetraciclina, expresando que la dosis considerada para

investigaciones in vitro es de 30 ug para las enterobacterias.
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5.6.7.3. Actividad antimicrobiana de la oxitetraciclina frente a Klebsiella

spp., aisladas de mastitis bovina.

Tabla 64. Actividad antimicrobiana de la oxitetraciclina frente a la Klebsiella spp.,
aislada de mastitis bovina.

Concentracion de Oxitetraciclina
K'Z%S;‘?"a Codigo | 30pg | P.C.| 10pg |P.C.| 5pg |P.C.
T1 T2 T3
1 EA006PD 20 S 13 | 6 R
2 EAO007PI 26 S 14 | 8 R
3 EAO008PI 25 S 14 | 7 R
4 EA012PD 24 S 14 | 6 R
5 EAO013AI 20 S 14 | 8 R
6 EA014AD 25 S 16 S 6 R
7 AR014PD 23 S 15 S 7 R
8 ARO015PI 23 S 15 S 7 R
9 AR016PD 21 S 15 S 6 R

S: Sensible. I: intermedio, Resistente.

Analisis: La actividad antimicrobiana de la oxitetraciclina frente a Klebsiella spp.
aisladas de mastitis bovina con los puntos de corte para el establecimiento de los
criterios de resistencia y susceptibilidad a dicho farmaco, la tabla 65 manifiesta que
el T1 (30ug) expreso sensibilidad completa en los 9 aislados a dicha concentracion,
mientras que el T2 (10ug) ostent6 de 4 cepas bacterianas susceptibles, finalmente,
el T3 (5ug) exhibio 9 aislados resistentes a dicha concentracion, de tal manera la
concentracion minima inhibitoria de dichos aislados esta entre los valores de 10 a
30ug de oxitetraciclina. En la figura 34 podemos observar la susceptibilidad de la
Oxitetraciclina frente a bacterias del género Klebsiella spp., asiladas de leche

positiva a mastitis bovina.
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Figura 34. Efecto de la susceptibilidad de la Oxitetraciclina frente a Klebsiella
spp., aisladas de mastitis bovina.
Elaborado por: Mazon & Mazon, (2022).

Tabla 65. Frecuencia y porcentaje de susceptibilidad antimicrobiana de la
oxitetraciclina frente a Klebsiella spp.

m Resistente

T1

T1 T2 T3
Criterio
Frec. % Frec. % Frec. %
R 0 0 0 0 15 100
I 0 0 5 55.56 0 0
S 9 100 4 44.44 0 0
Total 9 100 9 100 9 100

A.A.: Actividad Antimicrobiana, R: resistente, I: intermedio, S: susceptible:

Analisis: Los resultados de la tabla 66 muestran que el T3 (5ug) exhibié un 100 %
de resistencia en 9 aislados, mientras que el T2 (10ug) ostenté de un 44.44 % de
sensibilidad con un nimero de 4 bacterias y un 55.56 % de resistencia parcial o
intermedia, finalmente, el T1 (30ug) tiene un 100 % de susceptibilidad en 9 aislados
de Klebsiella spp., segun los puntos de corte tomados como referencia de la guia
(CLSI, 2020). En la figura 35 se observa los Porcentajes de la susceptibilidad de la
Oxitetraciclina frente a bacterias del genero Klebsiella spp., aislados de mastitis

bovina.
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Figura 35. Porcentajes de la susceptibilidad de la oxitetraciclina frente a
Klebsiella spp., aisladas de mastitis bovina.
Elaborado por: Mazon & Mazon, (2022).

Discusion: Segun Cruz et al. (2017), en su investigacion de identificacion y
resistencia de patogenos aislados de mastitis bovina, Klebsiella spp., exhibio el
33.3% de resistencia frente a oxitetraciclina (30ug), de manera comparativa en la
presente investigacion se observo que el 100 % de los aislados (n=9) son

susceptibles a dicha concentracion.

5.6.8. Efecto de la actividad antimicrobiana de los aminoglucésidos
(Gentamicina, Neomicina y Estreptomicina) en estudio sobre bacterias del

género Klebsiella spp.

Se analizo el efecto de cado uno de los tratamientos mediante el anélisis de varianza
del disefio de bloques completamente al azar (DBCA), con la finalidad de encontrar
aquellos que tuvieron un mejor comportamiento frente a Klebsiella spp.

Tabla 66 Analisis de varianza (ADEVA) del efecto de la actividad antimicrobiana

de los aminoglucosidos (Gentamicina, Neomicina y Estreptomicina) frente a
Klebsiella spp., aisladas de mastitis bovina.

Fuente G.L. S.C. C.M. F-Valor | Pr>F
Variacion

Tratamiento | 8 7740.0246 | 967.503 583.07 | <.0001**
clinico

Bloque 8 23.1358 2.8919 1.74 0.1055 NS
Error 64 106.1975 1.659 CV:8.36 %

Total 80 7869.35

**. Altamente significativa, NS: no significativo, CV: coeficiente de variacion.
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Anélisis: En la tabla 67 se observa los resultados obtenidos al analizar la actividad
antimicrobiana de los aminoglucésidos (Gentamicina, Neomicina Yy
Estreptomicina) en la inhibicion del crecimiento de Klebsiella spp., la prueba de
Fisher indica:

En lo concerniente a bloques o repeticiones se expresdé una interaccion no
significativa, observando que no existio efecto en los resultados por parte de las
repeticiones, interpretando asi que las unidades experimentales tuvieron un

comportamiento similar en la inhibicién por los antibiéticos mencionados.

En el caso de los tratamientos se justifica con la prueba de Fisher que la actividad
antimicrobiana de los aminoglucésidos (Gentamicina, Neomicina vy
Estreptomicina) a diferente microconcentraciones frente a Klebsiella spp., exhibe
una diferencia altamente significativa, evidenciando un efecto diferente al momento
de inhibir el crecimiento de la bacteria antes mencionada. Con un coeficiente de
variacion de 8.36 % confiriendo veracidad y aceptabilidad a los datos obtenidos en

la presente investigacion.

5.6.8.1. Analisis de la comparacion de medias (Tukey 5%0) del efecto de
actividad antimicrobiana de los aminoglucésidos frente a Klebsiella spp.

aisladas de mastitis bovina.

El andlisis de la comparacion de medias Tukey 5% exhibi6 los promedios entre los
tratamientos de los aminoglucosidos (Gentamicina, Neomicina y Cloxacilina 30ug,
10ug y 5u0), en donde se determind cual es el mejor tratamiento segun las medias

de la poblacion en 9 aislados de Klebsiella spp.
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Tabla 67 Prueba de comparacion de medias Tukey 5%, del efecto de la actividad
antimicrobiana de los aminoglucésidos (Gentamicina, Neomicina vy
Estreptomicina) frente a Klebsiella spp., aisldas de mastitis bovina.

Tritl?rr]ri\ggnto N Medias Tukey Agrupamiento
7 (30 g Estr.) 9 31.77 A

1 (30 pg Gen.) 9 29.11 B

4 (30 pg Neo.) 9 24.77 C

8 (10 pg Estr.) 9 12.33 D

2 (10 pg Gen.) 9 12.22 D

5 (10 pg Neo.) 9 10.88 D

3 (5 ug Gen.) 9 6.11 E

9 (5 ug Estr.) 9 6.00 E

6 (5 ug Neo.) 9 5.33 E

N: unidades experimentales, Gen.: Gentamicina, Neo.: neomicina, Estr.:

estreptomicina.

Analisis: Para determinar que tratamiento exhibi6 la mayor media en las medidas
de los halos se realizo la comparacion de medias Tukey al 5%, donde el T7 (30ug
de Estreptomicina) expresdé el mayor promedio en la medida de la zona de
inhibicion de crecimiento bacteriano con 31.77 mm de didmetro; seguido del T1
(30ng Gentamicina) con un promedio de 29.11 mm de diametro de zona de
inhibicion, finalmente, el T4 (30ug de Neomicina) con un promedio de 24.77 mm

didmetro.

Posteriormente se compar6 los tratamientos a una concentracion de 10pug,
situandose el T8 (10ug de Estreptomicina) como el de mayor promedio con 12.33
mm de halo de inhibicion, seguido del T2 (10pg de Gentamicina) con un promedio
de 12.22 mm de didmetro de halo y el tratamiento con menor promedio es el T5 (10
Hug de Neomicina) con una media de 10.88 mm de didmetro de halo, estos
tratamientos no expresaron diferencias significativas por lo cual comparte el mismo

rango de agrupacion en la prueba de Tukey al 5%.
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Dentro de la prueba de comparacién de medias el T3 (5ug de Gentamicina) presento
un promedio de 6.11 mm de diametro de halo de inhibicion, seguido por el T9 (5ug
de Estreptomicina) el cual obtuvo una media de 6 mm de halo de inhibicion, y
finalmente el T6 (5ug de Neomicina) con 5.33 mm de halo es el tratamiento con
menor promedio, interpretando asi que esta concentracion no muestra diferencias

significativas en la expresion de la medida del halo de inhibicidn.

De igual manera al analizar los promedios podemos inferir que se observa
claramente la influencia de cada una de las concentraciones establecidas,
observando la estratificacion de los promedios obtenidos en base a la concentracién
utilizada. donde 10 ug fueron suficientes para inhibir el crecimiento de Klebsiella
spp., afadiendo a esto la guia CLSI, (2021) establece esta concentracion como
minima para estudios de inhibicion en la bacteria antes mencionada. En la figura #
36 se observa el efecto de la actividad de los aminoglucésidos frente a bacterias del

género Klebsiella spp. aislados de mastitis bovina.
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Figura 36. Efecto de la actividad de los aminoglucésidos frente a Klebsiella spp.
aislados de mastitis bovina.
Elaborado por: Mazon & Mazén, (2022).
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5.6.8.2. Andlisis de la concentracion minima inhibitoria de los

antibioticos aminoglucosidos frente a Klebsiella spp., aisladas de mastitis.

La interpretacién se llevd acabo segin a las recomendaciones del Clinical
Laboratory Estandar Institute (CLSI, 2020), y las recomendaciones del comité
Europeo de Pruebas de susceptibilidad (EUCAST, 2022) quienes establecen los

puntos de corte para organismo de la familia Enterobacterias.

Tabla 68. Categorias interpretativas y puntos de corte del didmetro de zona de
inhibicién en milimetros (mm) de la Gentamicina frente a Klebsiella spp.

Difusion de discos (mm)

Interpretacion <12 13-15 | >16

Guia CLSI R I S
R: resistencia, S: susceptibles, I: intermedio

Tabla 69. Categorias interpretativas y puntos de corte del didmetro de zona de
inhibicion en milimetros (mm) de la Neomicina frente a Klebsiella spp.

Difusion de discos (mm)

Interpretacion <11 >12

Guia EUCAST | R S

R: resistencia, S: susceptibles.

Tabla 70. Categorias interpretativas y puntos de corte del diametro de zona de
inhibicion en milimetros (mm) de la Estreptomicina frente a Klebsiella spp.

Difusion de discos (mm)

Interpretacion <11 12-14 >15

Guia EUCAST | R | S

R: resistencia, S: susceptibles, I: intermedio.

Analisis: En las tablas 69, 70 y 71 se contempla los puntos de corte de los
antibidticos pertenecientes a la familia de los Aminoglucosidos, donde se midio la

susceptibilidad antimicrobiana segun el método difusion de disco (Kirby-Bauer).

5.6.8.3. Actividad antimicrobiana de los antibidticos aminoglucésidos

frente a Klebsiella spp., aisladas de mastitis bovina.
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Tabla 71. Actividad antimicrobiana de los antibidticos animoglucésis frente a Klebsiella spp., aisladas de mastitis bovina.

Concentracion de Gentamicina

Concentracion de la Neomicina

Concentracion de la Estreptomicina

Klebsiella Codigo 30ug |P |10ug |P|5ug |P.- [30png [P |10n |P |5ug | P 30pg [P |10 |P |5ug |P
spp. C C C c |9 C C C |g C C
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9

EA006PD 29 S |12 R|6 R |23 S |10 |R |5 R |30 S |11 I |5 R

EAOQ07PI 29 S |11 R|5 R |24 S |9 R |4 R 32 S 14 |7 R

EAOQ08PI 30 S |13 | |6 R | 26 S |10 R |5 R 35 S 17 S |8 R

EAQ012PD 27 S |12 R|7 R |25 S |11 R |6 R 30 S 13 | |6 R

EAO013AI 30 S |13 | |6 R | 23 S |12 S |7 R 32 S 11 R |5 R
EA014AD 29 S |12 R|6 R |25 S |10 R |5 R 32 S 12 | |6 R
AR014PD 29 S |11 R|5 R | 26 S |13 S |5 R 34 S 11 R |5 R

ARO15PI 29 S |12 R|8 R |24 S |12 S |6 R 32 S 10 R |6 R
ARO016PD 30 S |14 | |6 R |27 S |11 R |5 R 29 S 12 | |6 R

R: resistencia, S: susceptibles, I: resistencia intermedia, PC: Punto de corte
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Andlisis: En la tabla 72 se evidencia los resultados obtenidos en la presente
investigacion con los puntos de corte establecidos por las guias CLSI y EUCAST,
donde podemos inferir que: en el T2 (10ug de Gentamicina) exhibe 6 aislados
resistentes y 3 sensibles, asi mismo el T5 (10ug de Neomicina) ostenta de 6 cepas
resistentes y 3 aislados sensibles, finalmente el T8 (10ug de Estreptomicina)
presentd 3 aislados resistentes, 5 aislados que presentaron resistencia intermedia y
tan solo 1 aislado presentd sensibilidad completa a este farmaco a dicha
concentracion, esto de un total 9 bacterias.

Al comparar los tres antibi6ticos a la mayor concentracion establecida (30 ug) se
encontro que todos los aislados, presentaba sensibilidad, no siendo asi en el caso de
la menor concentracion (5ug) la cual exhibié una resistencia en todos los 9 aislados.
En la figura 37 podemos ver el efecto de la susceptibilidad de los aminoglucosidos
frente a las bacterias del género Klebsiella spp., aisladas de mastitis bovina.
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Figura 37. Efecto de la susceptibilidad de Klebsiella spp aisladas de mastitis
bovina frente a los aminoglucoésidos.
Elaborado por: Maz6n & Mazén, (2022).
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Tabla 72. Frecuencia y porcentaje de susceptibilidad antimicrobiana de
gentamicina frente a Klebsiella spp., aisladas de mastitis bovina.

Gentamicina
Criterio T1 T2 T3
F % F % F %
S 9 100 0 0 0 0
I 0 0 3 33 0 0
R 0 0 6 67 9 100
total 9 100 9 100 9 100

P.C: puntos de corte, R: resistente, I: intermedio, S: susceptible, F: frecuencia.

Analisis: La tabla 73 exhibe que el T3 (5ug) presentd un 100 % de resistencia en
9 aislados, mientras que el T2 (10ug) exhibio un 67 % de resistencia y un 33 % de
resistencia intermedia, finalmente, el T1 (30ug) ostentdé de un 100 % de
susceptibilidad. En la Figura 38. Porcentajes de la susceptibilidad de la

Gentamicina frente a Klebsiella spp., aisladas de leche positiva a mastitis bovina.
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Figura 38. Porcentajes de la susceptibilidad de la Gentamicina frente a
Klebsiella spp. aislados de leche positiva a mastitis bovina.
Elaborado por: Maz6n & Mazén, (2022).
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Discusion: Segun Peérez et al. (2017), en su investigacion logré aislar 46 cepas de
Klebsiella spp., la cual en sus resultados representd el 24 % de los aislados totales,
al evaluar la susceptibilidad a gentamicina (10pg) observo que el 100 % de las cepas
son susceptibles, mientas que en la presente investigacion 100 % de susceptibilidad
se obtuvo a una concentracion de 30ug, ya que a 10 ug se expresd el 67% de

resistencia y el 33% restante presento resistencia intermedia.

Tabla 73. Frecuencia y porcentaje de susceptibilidad antimicrobiana de
Neomicina frente a Klebsiella spp.

Neomicina
Criterio T4 T5 T6
F % F % F %
S 9 100 3 33 0 0
I 0 0 0 0 0 0
R 0 0 6 67 9 100
total 9 100 9 100 9 100

P.C: puntos de corte, R: resistente, I: intermedio, S: susceptible, F: frecuencia.

Analisis: La tabla 69 muestran que el T6 (5ug) expresé un 100 % de resistencia en
9 aislados, mientras que el T2 (10ug) exhibid un 67 % de resistencia y un 33 % de
susceptibilidad, finalmente, el T1 (30ug) ostentd un 100 % de susceptibilidad. en
la figura 39 se observa el porcentaje de la susceptibilidad a la neomicina por parte

de Klebsiella spp., aisladas de leche positiva a mastitis bovina.
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Figura 39. Porcentajes de la susceptibilidad a la Neomicina por parte de
Klebsiella spp. aisladas de mastitis bovina.
Elaborado por: Mazon & Mazén, (2022).
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Discusion: Segun Vésquez et al. (2018), en su investigacion aislo 5 cepas de
Klebsiella spp., de las cuales el 60 % (n=3) presentaron susceptibilidad y el 40 %
(n=2) resistencia a neomicina (30ug), comparativamente con los resultados de la
presente investigacion observamos que la neomicina a 30ug presenté el 100 % de
susceptibilidad, interpretando que la sensibilidad o resistencia parcial y total de
Klebsiella spp., esta en dependencia de factores como la patogenicidad y la
exposicion repetida y mal administrada de un agente antimicrobiano.

Tabla 74. Frecuencia y porcentaje de susceptibilidad antimicrobiana de
estreptomicina frente a Klebsiella spp., aisladas de matitis bovina.

Estreptomicina
Criterio T7 T8 T9
F % F % F %
S 9 100 1 11 0 0
I 0 0 5) 56 0 0
R 0 0 3 33 9 100
Total 9 100 9 100 9 100

P.C: puntos de corte, R: resistente, I: intermedio, S: susceptible, F: frecuencia.

Analisis: La tabla 75 Muestra que el T9 (5ug) exhibio un 100 % de resistencia en
9 aislados, mientras que el T8 (10pg) presento un 33 % de resistencia, un 11 % de
sensibilidad y un 56% de resistencia intermedia, finalmente, el T1 (30ug) ostento
de un 100 % de susceptibilidad. en la figura 40 se observa el porcentaje de la
susceptibilidad a la estreptomicina por parte de Klebsiella spp., aisladas de mastitis

bovina.
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Figura 40. Porcentajes de la susceptibilidad a la estreptomicina por parte de
Klebsiella spp. aisladas de leche positiva a mastitis bovina.
Elaborado por: Mazon & Mazon, (2022)

Discusién: Miranda, (2018) en su investigacion aislo Klebsiella spp., a las cuales
se les evaluo6 la actividad antimicrobiana in vitro de estreptomicina (10ug), donde
presentd un 68.3 % de resistencia, ademas exhibido un 13.3 % de resistencia
intermedia y un 18.33 % de sensibilidad total. Comparativamente en la presente
investigacion realizada se obtuvieron valores cuyo comportamiento fue del 56 %
de resistencia intermedia, 33 % de resistencia total y tan solo el 11 % de sensibilidad

a (10ug de estreptomicina) la misma concentracion de la investigacion citada.

5.6.9. Efecto de la actividad antimicrobiana de los Betalactamicos (Penicilina,

Cefalexina y Cloxacilina) frente a Klebsiella spp.

Se analizé el efecto de cado uno de los betalactamicos (Penicilina, cefalexina y
Cloxacilina) mediante el analisis de varianza del disefio de bloques completamente
al azar (DBCA), con la finalidad de encontrar aquellos que tuvieron un mejor

comportamiento in vitro frente Klebsiella spp., causante de mastitis bovina.
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Tabla 75. Analisis de varianza (ADEVA) del efecto de la actividad antimicrobiana
de los betalactamicos (Penicilina, Cefalexina y Cloxacilina) frente a Klebsiella
spp., aisladas de matitis bovina.

Fuente V. G.L. S.C. C.M. F-Valor Pr>F
Trat:fm)iento 8 1338.88 167.361 | 111.06 <.0001**
clinico
Bloque 8 50.22 6.277 4.17 0.0005**
Error 64 95.44 1.5069 CV:15.85 %
Total 80 1485.55

**. Altamente significativa, CV: coeficiente de variacion.

Analisis: En la tabla 76 se observan los resultados obtenidos al analizar la actividad
antimicrobiana de los betalactamicos en la inhibicidn del crecimiento de Klebsiella
spp., la prueba de Fisher nos indica:

En el F-valor que concierne a bloques o repeticiones la interaccion se manifiesta
como altamente significativa, esto quiere decir que existié efecto en los resultados
por parte de las repeticiones, interpretando asi que las unidades experimentales
tuvieron un comportamiento diferente en la inhibicién propiciada por los

betalactamicos (Penicilina, Cefalexina y Cloxacilina).

En el caso de los tratamientos se pudo justificar mediante la prueba de Fisher que
la actividad antimicrobiana de los betalactdmicos a diferente microconcentraciones
frente a Klebsiella spp., exhibe una diferencia altamente significativa, aseverando
que poseen un efecto diferente al momento de inhibir el crecimiento de la bacteria
antes mencionada. Con un coeficiente de variacion de 15.85 % confiriendo

confiabilidad y aceptabilidad a los datos obtenidos en la presente investigacion.

5.6.9.1. Analisis de la comparacion de medias (Tukey 5%) de la
actividad antimicrobiana de los betalactamicos (Penicilina, Cefalexina vy

Cloxacilina) frente a Klebsiella spp., aisladas de mastitis bovina.

El analisis de la comparacion de medias (Tukey 5%), permitié evaluar la interaccion
entre los betalactamicos (Penicilina, Cefalexina y Cloxacilina a 30pug, 10ug, 5ug y

1ug, frente a los 9 aislados de Klebsiella spp., aisladas de mastitis bovina.
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Tabla 76. Prueba de comparacién de medias (Tukey 5%), del efecto de la actividad
antimicrobiana de los betalactdmicos (Penicilina, Cefalexina y Cloxacilina) frente

Klebsiella spp., aislados de mastitis bovina.

Tritl?rr]ri\ggnto N Medias Tukey Agrupamiento
1 (30 pg Pen.) 9 14.11
4 (30 pg Cl.) 9 13.33 A
7 (10 pg Clox.) 9 12.00 B
8 (5 ug Clox.) 9 7.11 C
2 (10 pg Pen.) 9 6.88 C
5 (10 ug Cl.) 9 5.55 C
9 (1 pug Clox.) 9 3.88 C E
3 (5 pug Pen.) 9 3.66 E
6 (5 ug Cl.) 9 3.11 E

N: namero de unidades experimentales, Pen.: penecilina, Cl.: cefalexina, Clox.:

cloxacilina.

Analisis: Mediante la prueba de Tukey al 5% podemos inferir que el
comportamiento de los tratamientos fue diferente, en donde; el T1 (30ug de
Penicilina) es el que mayor promedio de didmetro de halo de inhibicién obtuvo con
un valor de 14.11 mm, siguiéndoles el T4 (30ug de Cefalexina) con un valor de
13.33 mm expresando que estos dos tratamientos no tuvieron diferencias
estadisticas ya que comparten el mismo rango de agrupacion, también podemos
expresar que si existio diferencias significativas en comparacion con el T7 (10ug

de Cloxacilina) el cual presenté un promedio de 12 mm de didmetro de inhibicion.

Asi mismo se observa que el T8 (5ug de Cloxacilina), T2 (10ug de Penicilina) y
T5 (10 pg de Cefalexina) con promedios de 7.11 mm, 6.88 mm y 5.55 mm
respectivamente no expresan diferencias estadisticamente significativas, al igual
que el T5 y el T9 (10 pg de Cefalexina y 1ug de Cloxacilina) no presentaron
diferencias ya que obtuvieron un promedio de 555 y 3.88 mm de halo

respectivamente. Los Tratamiento con menor promedio son el T3 (5ug de
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Penicilina) y T6 (10pg de Cefalexina) los cuales presentaron un promedio de 3.66
mm y 3.11 mm respectivamente, en la interaccion no se observan diferencias
estadisticas significativas, ya que comparte el mismo rango de agrupacion segin
Tukey al 5%. En la figura 41 se observa el efecto de la actividad de los
betalactdmicos frente a Klebsiella spp., aislados de mastitis bovina.
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Figura 41. Efecto de la actividad de los Betalactamicos frente a Klebsiella spp.,
aisladas de mastitis bovina.
Elaborado por: Mazon & Mazén, (2022).

5.6.9.2. Analisis de la concentracion minima inhibitoria de los
antibioticos Betalactdmicos (Penicilina, Cefalexina y Cloxacilina) sobre

Klebsiella spp., aisladas de leche positivas a mastitis.

La interpretacion se llevo acabo segun a las recomendaciones de la guia (CLSI,
2020), y las recomendaciones del comité Europeo de Pruebas de susceptibilidad
(EUCAST, 2022) donde establecen los puntos de corte para organismo de la familia

Enterobacterias.
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Tabla 77. Categorias interpretativas y puntos de corte del didmetro de la zona de
inhibicion en milimetros (mm) de la Penicilina frente a Klebsiella spp.

Difusion de discos (mm)

Interpretacion <13 14-16 | >17

Guia CLSI R I S

R: resistencia, S: sensible, I: intermedio

Anélisis: En la tabla 78 se observan los puntos de corte establecidos segun la guia
(CLSI, 2022) en el documento M100-ED32 los cuales son usados como referencia
para el uso de farmacos de la familia de las penicilinas frente a Enterobacterias

donde es sensibles con medidas de halos > 17 mm de diametro.

Tabla 78. Categorias interpretativas y puntos de corte del diametro de zona de
inhibicion en milimetros (mm) de Cefalexina frente a Klebsiella spp.

Difusion de discos (mm)

Interpretacion <13 > 14

Guia EUCAST | R S
R: resistencia, S: sensible.

Tabla 79 Categorias interpretativas y puntos de corte del diametro de zona de
inhibicion en milimetros (mm) de Cloxacilina frente a Klebsiella spp.

Difusion de discos (mm)

Interpretacion <10 11-12 >13

Guia EUCAST R | S

R: resistencia, S: sensibles, I: intermedio.

Analisis: En la Guia (EUCAST, 2022), Establece los puntos de corte para
Klebsiella spp., frente a Cefalexina con discos de 30ug refiriendo susceptibilidad
con medidas de halo > 14 mm, y en la tabla 80 se observa los puntos de corte segun

(CLSI, 2015), donde estipula que cloxacilina (1pg) es susceptible halos > 13 mm.

5.6.9.3. Actividad antimicrobiana de los antibiéticos betalactamicos

frente a Klebsiella spp., aisladas de mastitis bovina.
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Tabla 80 Actividad antimicrobiana de los antibidticos betalactamicos frente a Klebsiella spp., aisladas de mastitis bovina.

Concentracion de Penicilina

Concentracion de la Cefalexina

Concentracion de la Cloxacilina

Klebsiella spp. | Codigo 30ug P ;Ou P 5ug E’: 30ug E’: ;.Op E’: 5ug | P.C | 10pg E’: 5ug E’: lug | P.C.
C C
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9
1 EAO006PD | 13 R |7 R 4 R |13 R |5 R |3 R 10 R 7 R |4 R
2 EAQO7PI | 12 R |6 R |3 R |12 R |5 R |3 R 10 R 8 R |4 R
3 EAO08PI | 13 R |7 R |4 R |13 R |5 R |4 R 11 R 7 R |3 R
4 EA012PD | 17 S |6 R |3 R |15 S |5 R |3 R 17 S 8 R |6 R
5 EAO013Al | 17 S |8 R |4 R |14 S |6 R |3 R 17 S 8 R |5 R
6 EA014AD | 12 R |7 R |5 R |12 R |6 R |3 R 11 R 6 R |3 R
7 AR014PD | 12 R |6 R |3 R |13 R |5 R (2 R 11 R 6 R |3 R
8 ARO15PI | 14 | |8 R |4 R |13 R |6 R |3 R 10 R 7 R |3 R
9 AR016PD | 17 S |7 R |3 R |15 S |7 R |4 R 11 R 7 R |4 R

S: susceptible R: resistente I: Resistencia intermedia PC: Punto de Corte

137




Anélisis: En la tabla 81 se observar que en los resultados el T1 (30 g de Penicilina)
presentd 3 aislados susceptibles, 1 aislado con resistencia intermedia y 5 aislados
con resistencia total, interpretando asi que a menor concentracién mayor es el grado
de resistencia por parte de Klebsiella spp., cefalexina a 30ug exhibié 3 aislados
susceptibles y 6 aislados con resistencia, también se observo que en las menores
concentraciones (10 y 5 pg) los 9 aislados presentaron resistencia total a dicho
farmaco, Cloxacilina a 10 ug exhibié 2 aislados susceptibles, mientras que a 5 g
y 1 pg los 9 aislados presentaron resistencia total.

En la figura 42 podemos ver la susceptibilidad de los Betalactdmicos frente a
bacterias del género Klebsiella spp., En la Figuera 42 se observa el efecto de los
Betalactamicos frente a las bacterias del género Klebsiella spp., aisladas de mastitis

bovina.

m Resistente Intermedio  m Susceptibles

()] (e} ()] (e} (9]
o0
© o
LN
(92} (a0} (a0}
—
oo o oo oo o oo oo I oo
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9

Figura 42. Efecto de la susceptibilidad de los Betalactamicos frente a Klebsiella
spp., aisladas de mastitis bovina.
Elaborado por: Mazon & Mazén, (2022)
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Tabla 81. Tabla de frecuencia y porcentaje de susceptibilidad antimicrobiana de
Penicilina frente a Klebsiella spp., aisladas de mastitis bovina.

Penicilina
Criterio T1 T2 T3
F % F % F %
S 3 33.33 0 0 0 0
I 1 11.11 0 0 0 0
R 5 55.56 9 100 9 100
total 9 100 9 100 9 100

P.C: puntos de corte, R: resistente, I: intermedio, S: susceptible, F: frecuencia.

Analisis: Los resultados de la tabla 82 se exhibe que el T3 (5ug) tiene un 100 % de

resistencia de 9 aislados, ocurriendo lo mismo en el T2 (10pg) donde presentd un

100 % de resistencia, finalmente el T1 (30pg) exhibe un 55.56 % de resistencias,

33.33 % de susceptibilidad y el 11.11% de resistencia intermedia. En la figura 43

se observa la distribucién de los porcentajes de la susceptibilidad de la Penicilina

frente a Klebsiella spp., aisladas de leche positiva a mastitis bovina.

55.56%

11.11%
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Figura 43. Porcentajes de la susceptibilidad de la Penicilina frente Klebsiella
spp., aisladas de leche positiva a mastitis bovina.
Elaborado por: Maz6n & Mazén, (2022).
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Discusion: Segun Miranda, (2018) es su estudio donde aislé Klebsiella spp., en un
20.2 % de los aislados totales y fueron sometidas a la actividad in vitro frente a
Penicilina (10ug), expresaron un 95 % de resistencias, dichos resultados se
asemejan con los datos obtenidos en la presente investigacion ya que el 100 % de
los aislados es resistente a dicha concentracion.

Tabla 82. frecuenciay porcentaje de susceptibilidad antimicrobiana de Cefalexina
frente a Klebsiella spp.

Cefalexina
Criterio T4 T5 T6
F % F % F %
S 3 33.33 0 0 0 0
I 0 0 0 0 0 0
R 6 66.67 9 100 9 100
total 9 100 9 100 9 100

P.C: puntos de corte, R: resistente, I: intermedio, S: susceptible, F: frecuencia.

Analisis: Los resultados de la tabla 83 muestran que el T6 (5ug) presenté un 100
% de resistencia en 9 aislados, ocurriendo lo mismo en el T5 (10ug) que exhibi6 un
100 % de resistencia, finalmente, el T4 (30ug) tiene un 33.33 % de susceptibilidad
y un 66.67 % de resistencia. En la figura 44 se observa el porcentaje de la

susceptibilidad de la cefalexina frente a Klebsiella spp., aisladas de mastitis bovina.
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Figura 44. Porcentajes de la susceptibilidad de la Cefalexina frente a Klebsiella
spp., aisladas de mastitis bovina.
Elaborado por: Mazon & Mazén, (2022)
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Discusion: Véasquez et al. (2018), en su investigacion aislé Klebsiella spp., de las
cuales el 100 % (n=2) presentaron susceptibilidad a Cefalexina (30pg), ademas
Miranda, (2018) en su investigacion obtuvo el 76.92 % (n=40) de resistencia, el
17.31 % (n=9) resistencia intermedia y el 5.77% (n=3) de sensibilidad de un total
de 52 Klebsiella spp., a 30ug de cefalexina, comparativamente en la presente
investigacion se exhibié el 66.67% de resistencia y el 33 % de susceptibilidad a la
misma concentracion que la utilizada en las investigaciones citadas.

Tabla 83. Frecuencia y porcentaje de susceptibilidad antimicrobiana de
Cloxacilina frente a Klebsiella spp.

Cloxacilina.
Criterio T7 T8 T9
F % F % F %
S 2 22.22 0 0 0 0
I 0 0 0 0 0 0
R 7 77.78 9 100 9 100
Total 9 100 9 100 9 100

P.C: puntos de corte, R: resistente, I: intermedio, S: susceptible, F: frecuencia.

Analisis: Los resultados de la tabla 84 exhibieron que el T9 (1pg) y T8 (5 HQ)
expresaron un 100 % de resistencia en 9 aislados respectivamente, finalmente, el
T7 (10ug) exhibio un 22 % de susceptibilidad y un 77.78 % de resistencias. En la
figura 45 se puede ver los porcentajes de la susceptibilidad a la cloxacilina por parte

de Klebsiella spp., aisladas de mastitis bovina.
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Figura 45. Porcentajes de la susceptibilidad a la Cloxacilina por parte de
Klebsiella spp., aisladas de mastitis bovina.
Elaborado por: Mazon & Mazén, (2022).
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5.6.10. Efecto de la actividad antimicrobiana de la oxitetraciclina sobre

Staphylococcus spp., coagulasa negativo.

Se analiz6 el efecto de cada una de las concentraciones de oxitetraciclina mediante
el anélisis de varianza del disefio de bloques completamente al azar (DBCA), con
la finalidad de encontrar cuales tuvieron un mejor comportamiento contra

Staphylococcus spp., coagulasa negativo aislados de mastitis bovina.

Tabla 84. Analisis de varianza (ADEVA) del efecto de la actividad del antibiético
oxitetraciclina sobre bacterias del género Staphylococcus spp., aisladas de mastitis

Fuente Variacion | G.L. |S.C. C.M. F-Valor Pr>F
Tratamiento 2 2431.5833 | 1215.79 | 320.65 <.0001**
clinico

Bloque 7 649.29166 | 92.7559 | 24.46 <.0001**
Error 14 53.0833 3.79166 | CV:8.39 %

Total 23 3133.9583

**. Altamente significativa, CV: coeficiente de variacion

Analisis: En la tabla 85 se observan los resultados obtenidos al analizar la actividad
antimicrobiana de la oxitetraciclina en la inhibicion del crecimiento de

Staphylococcus spp., coagulasa negativo en donde la prueba de Fisher nos indica:

En lo concerniente a blogues o repeticiones la interaccion es altamente
significativo, es decir que existi6 efecto en los resultados por parte de las
repeticiones, interpretando que las unidades experimentales tuvieron un

comportamiento diferente frente a la exposicion a oxitetraciclina.

En el caso de los tratamientos se pudo justificar con la prueba de Fisher que la
interaccion de actividad antimicrobiana de la oxitetraciclina a diferentes
concentraciones sobre Staphylococcus spp., coagulasa negativo, fue altamente
significativa, evidenciando que la oxitetraciclina tiene un efecto diferente al
momento de inhibir el crecimiento de la bacteria antes mencionada, con un
coeficiente de variacién de 8.39 % expresando confiabilidad y aceptabilidad a los

datos obtenidos en la presente investigacion.
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5.6.10.1. Anélisis de la comparacion de medias (Tukey 5%) del efecto de
actividad antimicrobiana de la oxitetraciclina frente a Staphylococcus spp.,
coagulasa negativo aislados de mastitis bovina.

El andlisis de la comparacién de medias (Tukey 5%) permitié evidenciar los
promedios entre los resultados obtenidos de los tratamientos con oxitetraciclina a
(5ug, 10ug y 30ug) donde se exhibio el mejor tratamiento segun la media de la
poblacion en 8 aislados de Staphylococcus spp., coagulasa negativo aislados de
mastitis bovina.

Tabla 85. Prueba de comparacion de medias (Tukey 5%) del efecto de la actividad

antimicrobiana de la oxitetraciclina frente a Staphylococcus spp. aislados de leche
positiva a mastitis.

Tratamiento N Medias Tukey Agrupamiento
clinico

1 (30 pg) 8 35.8750 A

2 (10 pg) 8 22.50 B

3 (5 Hg) 8 11.25 C

N: unidades experimentales.

Analisis: En la tabla 86 podemos observar el anlisis de la comparacion de medias
Tukey 5%, la cual nos indica que el mejor tratamiento fue el T1(30ug) con un
promedio de 35.87 mm de diametro de halo de inhibicion, seguido por el T2 (10ug)
con un promedio de 22.50 mm de diametro de halo de inhibicién y el menor
promedio lo exhibid el T3 (5ug) con una media de 11.25 mm de halo de inhibicion,
interpretando asi la existencia de diferencias estadisticas significativas entre los tres
tratamientos. En la figura 46 se puede observar el efecto de la oxitetraciclina frente

a Staphylococcus spp., coagulasa negativo aisladas de mastitis bovina.
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Figura 46. Efecto de la oxitetraciclina frente a Staphylococcus spp., aislados de
mastitis bovina.
Elaborado por: Mazon & Mazon, (2022)

5.6.10.2. Andlisis de la concentracion minima inhibitoria de

oxitetraciclina sobre Staphylococcus spp., aisladas de leche positivas a mastitis.

La interpretacion se llevdo acabo segiun a las recomendaciones del Clinical
Laboratory Estandar Institute (CLSI, 2020). donde se expresan los puntos de corte
para Staphylococcus spp., coagulasa negativo.

Tabla 86. Categorias interpretativas y puntos de corte del diametro de zona de

inhibicion en milimetros (mm) de oxitetraciclina frente a Staphylococcus spp.,
coagulasa negativo.

Difusion de discos (mm)

Interpretacion <17 18-22 >23

Guia CLSI R I S

R: Resistente, I: Intermedio, S: Susceptible.

Analisis: En la tabla 87 se exhibe los criterios de sensibilidad y resistencia

establecidos en la guia CLSI, (2020) , donde se estipula que Staphylococcus spp.,
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CN es considerado resistente cuando hay evidencia de una medida de halo < 17
mm y sensible cuando hay evidencia de una medida > 23 mm de halo de inhibicién

en la actividad antimicrobiana propiciada por las tetraciclinas.

5.6.10.3. Actividad antimicrobiana de la Oxitetraciclina frente a

Staphylococcus spp., CN aislados de mastitis bovina.

Tabla 87. Actividad antimicrobiana de la oxitetraciclina frente a Staphylococcus
spp. CN aislados de leche positiva a mastitis.

Concentracion de Oxitetraciclina

Staphylococcus

spp. Codigo | (30ug) | P.C. | (10ug) | P.C. | (5pg) | P.C.

4

T1 T2 T3

1 AR003PD | 29 S |16 R 18 R
2 AR0O0SPI | 43 S |26 S |14 IR
3 ARO09PD | 44 S |29 S |16 |R
4 ARO17PI | 28 S |19 I8 R
5 AR020PI | 44 S |28 S |16 |R
6 AR021AD | 29 S |18 L7 R
7 AR022PD | 30 S |19 |6 R
8 ARO25PI | 40 S |25 S |15 |R

S: susceptible, R: resistente, I: intermedio.

Analisis: Se pudo evidenciar la actividad antimicrobiana de la oxitetraciclina a una
concentracion de 30 pg en donde e 8 aislados presentd un 100% susceptibilidad,
mientras a 10ug un aislados es resistente, 4 aislados susceptibles y 3 aislados
presentaron resistencia intermedia, finalmente, a la concentracion de 5ug los 8
aislados presentaron resistencia total. En la figura 47 podemos ver la susceptibilidad
de la oxitetraciclina frente a bacterias Staphylococcus spp., aisladas de leche

positiva a mastitis.
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Figura 47. Susceptibilidad de la oxitetraciclina frente a Staphylococcus spp. CN
aisladas de mastitis bovina.
Elaborado por: Mazon & Mazon, (2022).

T1

Tabla 88. frecuencia y porcentaje de susceptibilidad antimicrobiana de la
oxitetraciclina frente a Staphylococcus spp.CN aislados de mastitis bovina.

T1 T2 T3
Criterio
Frec. % Frec. % Frec. %
R 0 0 1 12.5 8 100
I 0 0 3 375 0 0
S 8 100 4 50 0 0
Total 8 100 8 100 8 100

R: resistente, I: intermedio, S: susceptible:

Analisis: Los resultados de la tabla 89. Muestran que el T3 (5ug) exhibié un 100
% de resistencia en 8 aislados, mientras que el T2 (10ug) tiene un 50 % de
sensibilidad, un 37.5 % de resistencia intermedia y un 12.5 % de resistencia total,
finalmente, el T1 (30pg) exhibié un 100 % de susceptibilidad en 8 bacterias
aisladas. En la figura 48 se observa los porcentajes de la susceptibilidad de la

oxitetraciclina frente a Staphylococcus spp., aisladas de mastitis bovina.
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Figura 48. Porcentajes de la susceptibilidad de la Oxitetraciclina frente a
Staphylococcus spp., aislados de leche positiva a mastitis bovina.
Elaborado por: Mazon & Mazon, (2022).

Discusion: Segun Arroba, (2019) en su investigacion de identificacion de dos
géneros bacterianos y su resistencia a antibiéticos en muestras de leche con mastitis
en el Noroccidente de Pichincha; los resultados de la susceptibilidad de las
tetraciclinas presentaron un 6.5 % de susceptibilidad, una resistencia del 89.1 % y
intermedia del 4.4% por parte del Staphylococcus spp., también Sanchez et al.
(2018), en su estudio de etiologia y resistencia antimicrobianos de la mastitis donde
aislé 193 microorganismos donde Staphylococcus spp., lo que represent6 el 41.45
% (n=90) de los asilados totales, donde se evalud la actividad antimicrobiana frente
a Tetraciclina, de tal manera que present6 el 17 % de resistencia y el 83 % de
sensibilidad lo que con los datos obtenidos en la presente investigacion el 100 % de
los aislados son susceptibles a dicha concentracion, mientras que 10 pg fueron

suficientes para el 50 % de los aislados ya que presentaron susceptibilidad.

5.6.11. Efecto de la actividad antimicrobiana de betalactamicos (Penicilina,

Cefalexina y Cloxacilina) sobre Staphylococcus spp., coagulasa negativo.

Se analizo6 el efecto de cado uno de los betalactdmicos (penicilina, cefalexina,
cloxacilina) a diferentes microconcentraciones (5ug, 10ug, 30pg) mediante el
andlisis de varianza del disefio completamente alzar (DBCA), con la finalidad de
encontrar aquellos que tuvieron un mejor comportamiento en la inhibicion del

crecimiento de Staphylococcus spp., CN aislados de leche positivas a mastitis.
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Tabla 89. Analisis de varianza (ADEVA) del efecto de la actividad de los
betalactamicos (Penicilina, Cefalexina y Cloxacilina) sobre Staphylococcus spp.

Fuente Variacion | G.L. S.C. C.M. F-Valor Pr >F
Tratamiento 594.81 <.0001**
o 8 3698.69 | 462.3368
clinico
Bloque 7 24.097 3.4424 4.43 0.0006**
Error 56 43.52 0.777282 | CV: 6.83 %
Total 71 3766.319

**: Altamente significativa, CV: coeficiente de variacion

Analisis: En la tabla 90 podemos observar los resultados obtenidos al analizar la
actividad antimicrobiana de los betalactamicos (Penicilina, Cefalexina y
Cloxacilina) en la inhibicidn del crecimiento de Staphylococcus spp., CN en donde

la prueba de Fisher nos indica que:

En lo que concierne a los bloques o repeticiones la interaccion es altamente
significativa, interpretando que existio efecto en los resultados por parte de las
repeticiones, demostrando asi que los aislados de Staphylococcus spp., CN tuvieron
un comportamiento diferente frente a la exposicion a los betalactamicos

mencionados.

En el caso de los tratamientos se pudo justificar con la prueba de Fisher que la
actividad antimicrobiana de los Betalactdmicos (Penicilina, Cefalexina y
Cloxacilina) a diferentes concentraciones (1pg, 5ug, 10ug y 30upg) sobre
Staphylococcus spp., CN, manifestd una diferencia altamente significativa,
evidenciando que los betalactdmicos expresan un efecto diferente al momento de
inhibir el crecimiento de la bacteria antes mencionada, con un coeficiente de
variacion de 6.83 % confiriendo confiabilidad y aceptabilidad a los datos obtenidos

en la presente investigacion.
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5.6.11.1. Anélisis de la comparacion de medias (Tukey 5%) del efecto de
actividad antimicrobiana de los Betalactdmicos (Penicilina, Cefalexina,

Cloxacilina) frente a Staphylococcus spp., aislados de mastitis bovina.

El analisis de la comparacion de medias (Tukey 5%) manifesto los promedios entre
los tratamientos de los Betalactdmicos a (30ug), (10pug), (519), ¥ (1ug) donde se
determino cual es el mejor tratamiento segun la media de la poblacion en 8 aislados
confirmados como Staphylococcus spp., CN.

Tabla 90. Prueba de comparacién de medias (Tukey), del efecto de la actividad

antimicrobiana de los Betalactamicos (Penicilina, Cefalexina y Cloxacilina) frente
a la bacteria del genero Staphylococcus spp., aislados de leche positiva a mastitis.

Tratamiento ) _
clinico N Medias Tukey Agrupamiento
1 (30 pug Pen.) 8 26.12 A
4 (30 pg Cl) 8 21.25 B
7 (10 pg Clox.) 8 18.87 C
2 (10 pg Pen.) 8 13.87 D
5(10pgCl) 8 9.87 E
8 (5 pug Clox.) 8 9.00 E
3 (5 g Pen.) 8 6.62 F
6 (5ugCl) 8 5.62 F
9 (1 pug Clox.) 8 4.87 F

N: numero de unidades experimentales, Pen.: penicilina, Cl.: cefalexina, Clox.:

cloxacilina.

Analisis: La prueba de Tukey al 5% en el efecto de los Betalactdmicos (Penicilina,
Cefalexina y Cloxacilina) exhibié que el mejor tratamiento es el T1 (30ug de
Penicilina) con un promedio de 26.12 mm de diametro de halo de inhibicién,
seguido del T4 (30 pg de Cefalexina) que ostentd un promedio de 21.25 mm de
diametro inhibicion, expresando diferencias estadisticas significativas entre las dos

concentraciones, finamente, el T7 (10ug de Cloxacilina) es el que presentd un
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promedio de 18.87 mm siendo el méas bajo de los 3 antibidticos a las

concentraciones mas elevadas consideradas en la investigacion.

Al analizar la interaccion en lo referente a la concentracién de 10ug de cada
farmaco en estudio podemos inferir que el mejor tratamiento fue el T2 (10ug de
Penicilina) con un promedio de 13.87 mm de diametro de halo de inhibicidn,
expresando diferencias estadisticas con respecto a los otros tratamientos,
siguiéndole el T5 y T8 con 9.87 mm y 9 mm respectivamente los cuales no
expresaron diferencias en la expresion del promedio siendo estadisticamente

iguales.

Al evaluar la interaccion de las concentraciones mas bajas a 5ug y 1pg expresaron
los promedios mas bajos donde podemos observar que el mejor tratamiento que se
destaca es el T3 (5ug de Penicilina), con un promedio de 6.62 mm de didmetro del
halo de inhibicion, siguiéndole el T6 (5ug de Cefalexina) que exhibié un promedio
de 5.62 mm de diametro, evidenciando la no existencia de diferencias estadisticas
significativas entre los dos tratamientos antes descritos, finalmente, el T9 (1ug de
Cloxacilina) present6 un promedio de 4.87 mm de diametro del halo de inhibicion,
catalogandose con el tratamiento de menor promedio. En la figura 49 se observa el
efecto de los Betalactamicos (Penicilina, Cefalexina y Cloxacilina), frente a

bacterias Staphylococcus spp., aisladas de leche positiva a mastitis.
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Figura 49. Efecto de los Betalactamicos (Penicilina, Cefalexina y Cloxacilina),
frente a Staphylococcus spp., aisladas de mastitis.
Elaborado por: Mazon & Mazdn, (2022).

5.6.11.2. Andlisis de la concentracion minima inhibitoria de los
Betalactamicos sobre Staphylococcus spp., CN aislados de leche positivas a

mastitis.

La interpretacion se llevdo acabo segiun a las recomendaciones del Clinical
Laboratory Estandar Institute (CLSI, 2020). donde se uso los puntos de corte para
Staphylococcus spp.

Tabla 91. Categorias interpretativas y puntos de corte del diametro de zona de
inhibicion en milimetros (mm) de Penicilina frente Staphylococcus spp. CN

Difusion de discos (mm)

Interpretacion <28 >29

Guia CLSI R S

R: Resistente, I: Intermedio, S: Susceptible.
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Anélisis: En la tabla 92 se compard los resultados obtenidos con los establecidos
en la guia del CLSI, (2020) , donde se estipula los criterios de sensibilidad de la
bacteria citada, siendo considera resistente cuando hay evidencia de medida de halo
<28 mm y una sensibilidad cuando el halo de inhibicion va desde > 29 mm.

Tabla 92. Categorias interpretativas y puntos de corte del didmetro de zona de

inhibicion en milimetros (mm) de Cefalexina y Cloxacilina frente Staphylococcus
spp. CN.

Difusién de discos (mm)

Interpretacion <24 >25

Guia CLSI R S

R: Resistente, I: Intermedio, S: Susceptible.

5.6.11.3. Actividad antimicrobiana de los Betalactamicos (Penicilina,
Cefalexina, Cloxacilina) frente a Staphylococcus spp., aislados de a mastitis

bovina.
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Tabla 93. Actividad antimicrobiana de los betalactdmicos (Penicilina, Cefalexina y Cloxacilina) frente a Staphylococcus spp.CN.

Concentracion de Penicilina Concentracion de la Cefalexina Concentracion de la Cloxacilina
Staphylococcus
spp. Codigo | 39 | 18” P|5ug | p |30ng | p 18“ b 519 | p | 10mg | p | 5m9 | p | 1ng
# C. & c c C C. C P.C.
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9
1 AR003PD 27 R| 13 |R| 6 R 20 R 9 R 5 R 18 R 8 R 4 R
2 ARO008PI 26 R| 14 |R| 7 R 22 R 10 R 5 R 19 R 9 R 5 R
3 AR009PD 25 R| 13 |R| 6 R 23 R 10 R 6 R 20 R 10 | R 6 R
4 ARO017PI 25 R| 14 |R| 7 R 21 R 11 R 6 R 18 R 9 R 5 R
5 ARO020PI 24 R| 12 |R| 6 R 19 R 9 R 5 R 20 R 9 R 5 R
6 AR021AD 27 R| 15 |[R| 6 R 20 R 9 R 5 R 19 R 10 | R 5 R
7 AR022PD 27 R| 14 |R| 7 R 21 R 10 R 6 R 18 R 8 R 4 R
8 AR025PI 28 R| 16 |R| 8 R 24 R 11 R 7 R 19 R 9 R 5 R

S: susceptible, R: resistente
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Andlisis: En la tabla 94 podemos observar la actividad antimicrobiana de los
betalactdmicos a (1ug, 5ug, 10ug, y 30ug) frente a Staphylococcus spp., CN
aislados de mastitis bovina, se observa también los puntos de corte con los criterios
de susceptibilidad a los farmacos en estudio, en donde el T1 (Penicilina 30 Q)
expresd un 100 % de resistencia, ocurriendo lo mismo con el T2 (Penicilina 10 ug)
y T3 (Penicilina 5 pug), a la vez el T4 (Cefalexina 30 ug) ostentaron el 100% de
resistencia, ocurriendo lo mismo con el T5 (Cefalexina 10 pg) y T6 (Cefalexina 5
ug), finalmente, los T7 (Cloxacilina 10 pg), T8 (Cloxacilina 5upg) y T9
(Cloxacilina 1 pg), exhibieron un 100% de resistencia. En la figura 50 se observa
la susceptibilidad de los Betalactamicos (Penicilina, Cefalexina y Cloxacilina)
frente a bacterias Staphylococcus spp., aisladas de leche positiva a mastitis bovina.

m Resistente Intermedio = Sensible

© © © © © © © © ©
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9

Figura 50. Susceptibilidad a los Betalactamicos (Penicilina, Cefalexina y
Cloxacilina) por parte del Staphylococcus spp. CN aisladas de mastitis bovina.
Elaborado por: Mazon & Mazén, (2022).
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Tabla 94. Frecuencia y porcentaje de susceptibilidad antimicrobiana de la
Penicilina frente a Staphylococcus spp. CN aislados de leche positivo a mastitis

bovina.
T1 T2 T3
Criterios
Frec. % Frec. % Frec. %

R 8 100 8 100 8 100

I 0 0 0 0 0 0

S 0 0 0 0 0 0
Total 8 100 8 100 8 100

R: resistente, I: intermedio, S: susceptible:

Analisis: Los resultados de la tabla 95 muestran que el T3 (5ug) exhibié un 100 %

de resistencia, asi mismo que el T2 (10ug) presentd un 100 % de resistencia,

finalmente, el T1 (30ug) tambien ostentd de un 100 % de resistencia en 8 bacterias

aisladas. En la figura 51 se observa los porcentajes de la susceptibilidad de la

Penicilina frente a bacterias Staphylococcus spp., aisladas de leche positiva a

mastitis bovina.

100%
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m Resistente
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100%
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Figura 51. Porcentajes de la susceptibilidad de la Penicilina frente a bacterias del
genero Staphylococcus spp. aislados de leche positiva a mastitis bovina.
Elaborado por: Mazon & Mazén, (2022).
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Discusion: Sanchez et al. (2018), en su investigacion determinando la etiologia y
resistencia antimicrobianos de los agentes causantes de mastitis aisl6 193
microorganismos donde Staphylococcus spp., represento el 41.45 % (n=90) de los
asilados totales, sumado a esto evaluo la actividad antimicrobiana de la Penicilina,
donde obtuvo el 58 % de resistencia y el 42 % de sensibilidad, comparativamente
con lo obtenido en la presente investigacion el 100 % de los Staphylococcus spp.,
exhibieron resistencia a las concentraciones en estudio.

Tabla 95. Frecuencia y porcentaje de susceptibilidad antimicrobiana de la

Cefalexina frente a Staphylococcus spp. CN aislados de leche positivo a mastitis
bovina.

T4 T5 T6
Criterio
Frec. % Frec. % Frec. %
R 8 100 8 100 8 100
I 0 0 0 0 0 0
S 0 0 0 0 0 0
Total 8 100 8 100 8 100

R: resistente, I: intermedio, S: susceptible:

Analisis: Los resultados de la tabla 96 indican que el T6 (5ug) exhibié un 100 %
de resistencia en 8 aislados, ocurriendo lo mismo en el T5 (10ug) donde se
evidencié un 100 % de resistencia con de un numero de 8 bacterias en total,
finalmente, el T4 (30pg) asi mismo expresd un 100 % de resistencia en 8 bacterias
en total. En la figura 52 se observa la distribucién de los porcentajes de la
susceptibilidad a la Penicilina parte del Staphylococcus spp., (CN) coagulasa

negativo, aislados de leche positiva a mastitis bovina.
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100%

Figura 52. Porcentajes de la susceptibilidad de la Cefalexina frente a
Staphylococcus spp. CN aislados de mastitis bovina.
Elaborado por: Mazon & Mazon, (2022).
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Discusion: Segun Arroba, (2019) en su estudio aislo un total de 33 cepas de

Staphylococcus spp., donde evalu6 la susceptibilidad de la Cefalexina (30ug),

donde presenté 97% (n=32) de sensibilidad y un 3% (n=1) de resistencia,

comparando los resultados obtenidos donde el 100 % de los aislados son resistentes

a (30,10 y 5 ug) de Cefalexina, lo cual es consecuencia del mal gerenciamiento de

dicho antibiético.

Tabla 96. Frecuencia y porcentaje de susceptibilidad antimicrobiana de la
Cloxacilina frente a Staphylococcus spp. CN aislados de leche positivo a mastitis

bovina.
T7 T8 T9
Criterio
Frec. % Frec. % Frec. %

R 8 100 8 100 8 100

I 0 0 0 0 0 0

S 0 0 0 0 0 0
Total 8 100 8 100 8 100

R: resistente, I: intermedio, S: susceptible.
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Analisis: Los resultados de la tabla 97 se muestra que el T9 (1ug) tiene un 100 %
de resistencia en 8 aislados, el T8 (5ug) expresa lo mismo es decir un 100 % de
resistencia, finalmente, el T7 (10ug) exhibi6é un 100 % de resistencia. En la figura
53 se observa los porcentajes de la susceptibilidad de la Penicilina frente a bacterias
Staphylococcus spp., aisladas de leche positiva a mastitis bovina.

m Resistente Intermedio = Sensible
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100%
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N N
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T1 T2 T3

Figura 53. Porcentajes de la susceptibilidad de la Cloxacilina frente
Staphylococcus spp. CN aislados de mastitis bovina.
Elaborado por: Mazon & Mazdén, (2022).

Discusion: Segun Cruz et al. (2017), en su investigacion donde aislo 15
Staphylococcus spp., CN, las cuales correspondia a el 28 % de los aislados totales,
fueron sometidos a la evaluacion de la actividad antimicrobiana de la Cloxacilina
(5u0), donde present6 el 27.2 % de resistencia, comparativamente en la presente

investigacion se obtuvo el 100 % de resistencia en los aislados obtenidos.

5.6.12. Efecto de la actividad antimicrobiana aminoglucdsidos de la sobre

bacterias del género Staphylococcus spp., coagulasa negativo (CN).

Se analiz6 el efecto de cado uno de los aminoglucésidos mediante el analisis de
varianza del disefio de bloques completamente alzar (DBCA), con la finalidad de
encontrar aquellos que tuvieron un mejor comportamiento en la inhibicion del

crecimiento de Staphylococcus spp., CN aislados de leche positivas a mastitis.
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Tabla 97. Analisis de varianza (ADEVA) del efecto de la actividad de los
antibidticos de los aminoglucdsidos (Gentamicina, Neomicina y Estreptomicina)
sobre Staphylococcus spp. CN

Fuente Variacion | G.L. | S.C. C.M. F-Valor | Pr>F
Tratamiento 8 16659.94 2082.49 | 1231.17 <.0001**
clinico

Bloque 7 14.65278 2.0932 | 1.24 0.2982 NS
Error 56 94.722 1.6914 | CV: 3.87%

Total 71 16769.31944

**: Altamente significativa, NS: no significativo, CV: coeficiente de variacion

Andlisis: En la tabla 98 podemos se observa los resultados obtenidos al analizar la
actividad antimicrobiana de los aminoglucosidos (Gentamicina, Neomicina y
Estreptomicina) en la inhibicion del crecimiento de Staphylococcus spp., CN donde

la prueba de Fisher indica:

En lo que concierne a los bloques o repeticiones la interaccion es no significativa,
interpretando asi que no existio efecto en los resultados por parte de las
repeticiones, es decir, las unidades experimentales tuvieron un comportamiento

similar contra los aminoglucosidos (Gentamicina, Neomicina y Estreptomicina).

En el caso de los tratamientos se pudo justificar con la prueba de Fisher que la
actividad antimicrobiana de los aminoglucésidos (Gentamicina, Neomicina y
Estreptomicina) a diferente microconcentraciones (30ug), (10ug), (5ug), sobre
Staphylococcus spp., CN, expresd6 una diferencia altamente significativa,
evidenciando gque los aminoglucdésidos (Gentamicina, Neomicina y Estreptomicina)
tiene un efecto diferente al momento de inhibir el crecimiento de la bacteria antes
mencionada, con un coeficiente de variacion de 3.87 % confiriendo confiabilidad y

aceptabilidad a los datos obtenidos en la presente investigacion.

159



5.6.12.1. Anélisis de la comparacion de medias (Tukey 5%) del efecto de
actividad antimicrobiana de los aminoglucésidos (Gentamicina, Neomicina y

Estreptomicina) frente a Staphylococcus spp., aislados de mastitis bovina.

El anélisis de la comparacion de medias (Tukey 5%) se evidenci6 los promedios
entre los tratamientos de los aminoglucésidos (Gentamicina, Neomicina y
Estreptomicina) a (30pg), (10ug), y (5u1g), permitiendo determinar cual es el mejor
tratamiento segun la media de la poblacion e 8 aislados confirmados como
Staphylococcus spp., CN los cuales se asilaron de mastitis bovina.

Tabla 98. Prueba de comparacion de medias (Tukey 5%), del efecto de la actividad
antimicrobiana de los aminoglucosidos (Gentamicina, Neomicina vy

Estreptomicina) frente a Staphylococcus spp. CN aislados de leche positiva a
mastitis.

Tratamiento N Medias Tukey Agrupamiento
clinico

4 (30 pug Neo.) 8 54.87 A

7 (30 g Estr.) 8 53.87

1 (30 ug Gen.) 8 51.75 B

8 (10 pg Estr.) 8 33.12 C

5 (10 pg Neo.) 8 30.37 D

2 (10 pug Gen.) 8 27.75 E

9 (5 ug Estr.) 8 18.75 F

6 (5 ug Neo.) 8 16.12 G
3 (5 ug Gen.) 8 15.75 G

N: numero de unidades experimentales, Gen.: gentamicina, Neo.: neomicina, Estr.:

estreptomicina.

Analisis lo resultados de la prueba de Tukey al 5 % determinaron que el mejor
tratamiento es el T4 (30ug de Neomicina) con un promedio de 54.87 mm de
didmetro de halo de inhibicién, seguido del T7 (30ug de Estreptomicina) con 53.87
mm de halo de inhibicidn, se evidencid que estos tratamientos no tienen diferencias

significativas ya que comparte el mismo rango de agrupacion, finalmente, el T1
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(30g de Gentamicina) obtuvo el promedio mas bajo de los tratamientos con mayor
concentracion (30pg) con una media de 51.75 mm de diametro del halo de
inhibicion.

Posteriormente al comparar las concentraciones de 10ug, el mejor tratamiento fue
el T8 (Estreptomicina) expresando un promedio de 33.12 mm de halo de inhibicién,
seguido por el T5 (Neomicina) que manifest un promedio de 30.37 mm de halo de
inhibicién y finalmente, el T2 (Gentamicina) obtuvo el promedio mas bajo con una
media de 27.75 mm de didmetro, mostrando que existi6 diferencias significativas

entre los tratamientos.

Comparativamente la expresion de las medidas de halos de inhibicion a la
concentracion mas baja manifestd que el mejor tratamiento es el T9 (5ug de
Estreptomicina) con un promedio de 18.75 mm, el cual obtuvo diferencias
significativas en comparacion con los otros tratamientos, ya que el T6 (5ug de
Neomicina) expresé un promedio de 16.12 mm y el T3 (5ug de Gentamicina)
exhibié un promedio de 15.75 mm de diametro del halo de inhibicion, los cuales no
expresan diferencias significativas. En la figura 54 se observa el efecto de los
aminoglucésidos  (Gentamicina, Neomicina y  Estreptomicina) frente

Staphylococcus spp., CN aislados de mastitis bovina.
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Figura 54. Efecto de los aminoglucoésidos frente a Staphylococcus spp. CN
aislados de mastitis bovina.
Elaborado por: Mazon & Mazén, (2022)
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5.6.12.2. Anédlisis de la concentracibn minima inhibitoria de los
aminoglucosidos sobre bacterias Staphylococcus spp., aisladas de leche
positivas a mastitis.

La interpretacion se llevo acabo segun a las recomendaciones de la guia del Clinical
Laboratory Estandar Institute (CLSI, 2020) del documento VTO1 donde manifiesta
los puntos de corte para Staphylococcus spp., coagulasa negativo CN aislados de
mastitis bovina.

Tabla 99. Categorias interpretativas y puntos de corte del didmetro de zona de

inhibicién en milimetros (mm) de Gentamicina, Neomicina y Estreptomicina frente
a Staphylococcus spp.CN.

Difusion de discos (mm)

Interpretacion <12 13-14 >15

Guia CLSI R | S

R: Resistente, I: Intermedio, S: sensible.

Andlisis: En la tabla 100 observamos los resultados obtenidos con los criterios de
susceptibilidad antimicrobiana establecidos en la guia del CLSI, (2020) donde se
considerd resistentes cuando hay evidencia de una medida < 12 mm y susceptibles
cuando la expresion de la medida del halo de inhibicion es > 15 mm. Siendo estos
valores utilizados para todos los Estafilococos excepto Staphylococcus aureus,
tomando como referencia los puntos de corte de la Gentamicina a 10ug como

interpretativo para el analisis de susceptibilidad de la familia de aminoglucosidos.

5.6.12.3. Actividad antimicrobiana de los aminoglucosidos (Gentamicina,
Neomicina, Estreptomicina) frente a Staphylococcus spp., CN aislados de leche

positiva a mastitis.
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Tabla 100 Tabla de actividad antimicrobiana de los aminoglucésidos (Gentamicina, Neomicina, Estreptomicina)) frente a Staphylococcus
spp. CN aislados de leche positiva a mastitis.

Concentracion de Gentamicina Concentracion de la Neomicina Concentracion de la Estreptomicina
Staphylococcus
spp. Cédigo 30ug (P |10n |P |5ug |P. | 30png |P. [10pn |P. |5ug |P.C |30ng |P. |[10n |P.|5ug |P.C.
. lg : C C |g C : C. |g C
# C C
T1 . T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9
1 AR003PD 50 S | 27 S |15 [S |55 S 31 S 15 |S 53 S 33 S |18 S
2 ARO008PI 49 S |28 S |[16 |[S |56 S 32 S 16 |S 55 S 34 S |19 S
3 ARO009PD 52 S | 29 S |17 |S |55 S 30 S 15 |S 57 S 35 S |20 S
4 ARO017PI 53 S | 26 S |15 |S |54 S 29 S 15 |S 54 S 33 S |19 S
5 ARO020PI 55 S | 27 S |15 |S |56 S 31 S 17 |S 52 S 33 S |19 S
6 ARO021AD 50 S | 28 S |16 |S |56 S 31 S 18 |S 52 S 31 S |17 S
7 AR022PD 52 S | 29 S |17 |S |55 S 30 S 17 |S 53 S 32 S |18 S
8 ARO025PI 53 S | 28 S |15 |[S |52 S 29 S 16 |S 55 S 34 S |20 S

R: resistente, I: intermedio, S: susceptible:
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Andlisis: En la tabla 101 se observa el analisis de la actividad antimicrobiana de
los aminoglucésidos (Gentamicina, Neomicina y Estreptomicina) a una
concentracion de 5 pg, 10ug y 30ug en cada uno de los antibioticos utilizados,
interpretando asi que todos los tratamientos expresaron el 100 % de sensibilidad,
asumiendo que 5 pg fueron suficiente para inferir en el crecimiento de
Staphylococcus spp. CN causantes de mastitis bovina. En la figura 55 se presenta
la susceptibilidad antimicrobiana de los aminoglucésidos frente a Staphylococcus
spp., CN aislados de mastitis bovina.

m Resistente Intermedio = Sensible
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Figura 55. Susceptibilidad de los aminoglucdsidos frente a Staphylococcus spp.
aislados de leche positiva a mastitis bovina.
Elaborado por: Mazon & Mazon, (2022)

Tabla 101. Frecuencia y porcentaje de susceptibilidad antimicrobiana de la
Gentamicina frente a Staphylococcus spp., aislados de leche positivo a mastitis.

o T1 T2 T3
Criterio
Frec. % Frec. % Frec. %
R 0 0 0 0 0 0
I 0 0 0 0 0 0
S 8 100 8 100 8 100
Total 8 100 8 100 8 100

R: resistente, |: intermedio, S: sensible:
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Analisis: Los resultados de la tabla 102. Se evidencia que el T1, T2 y T3 ostentaron
de un 100 % de susceptibilidad en 8 aislados de Staphylococcus spp., CN aislados

de mastitis bovina.

m Resistente Intermedio = Sensible
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Figura 56. Porcentajes de la susceptibilidad de la gentamicina frente a

Staphylococcus spp. aislados de leche positiva a mastitis bovina.
Elaborado por: Mazon & Mazon, (2022)

Discusidn: Segun Arroba, (2019) en su investigacion en donde evaluo la actividad
antimicrobiana de gentamicina (10ug) frente a 46 aislados de Staphylococcus spp.,
CN presentd el 82.6 % de resistencia, 6.6 % de resistencia intermedia o parcial, y
10 % de susceptibilidad. Al comparar con los resultados obtenidos en la presente
investigacion podemos inferir que la bacteria antes mencionada exhibié un 100%

de sensibilidad a la concentracion minima utilizada (5 ug), difiriendo de lo citado.

Tabla 102. frecuencia y porcentaje de susceptibilidad antimicrobiana de la
Neomicina frente a Staphylococcus spp. aislados de leche positivo a mastitis.

o T4 T5 T6
Criterio
Frec. % Frec. % Frec. %
R 0 0 0 0 0 0
I 0 0 0 0 0 0
S 8 100 8 100 8 100
Total 8 100 8 100 8 100

R: resistente, I: intermedio, S: sensible:
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Andlisis: En los resultados de la tabla 103 se observa el analisis de la
susceptibilidad antimicrobiana de la Neomicina a 30pg (T4), 10ug (T5) y 5ug (T6)
los cuales presentaron el 100 % de sensibilidad en 8 aislados de Staphylococcus
spp., CN. causantes de mastitis bovina. En la figura 57 observamos los porcentajes
de susceptibilidad antimicrobiana de la Neomicina frente a Staphylococcus spp.,

aislados de mastitis bovina.
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Figura 57. Porcentajes de la susceptibilidad de la Neomicina frente a bacterias
del genero Staphylococcus spp. aislados de mastitis bovina.
Elaborado por: Mazon & Mazén, (2022).

Discusién: Segun Arroba, (2019) en los resultados de su investigacion donde
evaluo la actividad de la Neomicina (30pg) frente a 46 aislados de Staphylococcus
spp., los cuales presentaron el 4.4 % de sensibilidad y el 95.6 % de resistencia, Al
comparar con los resultados obtenidos en la presente investigacion podemos inferir
que la bacteria antes mencionada exhibi6 un 100 % de sensibilidad a la

concentracion minima utilizada (5 ug), difiriendo de lo citado.
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Tabla 103. Frecuencia y porcentaje de susceptibilidad antimicrobiana de la
Estreptomicina frente a Staphylococcus spp. aislados de leche positivo a mastitis
bovina.

T7 T8 T9
Criterio
Frec. % Frec. % Frec. %
R 0 0 0 0 0 0
I 0 0 0 0 0 0
S 8 100 8 100 8 100
Total 8 100 8 100 8 100

A.A.: Actividad Antimicrobiana, R: resistente, I: intermedio, S: susceptible:

Andlisis: En los resultados de la tabla 104 se observa el analisis de la
susceptibilidad antimicrobiana de la Estreptomicina a 30pug (T4), 10ug (T5) y 5ug
(T6) los cuales presentaron el 100 % de sensibilidad en 8 aislados de
Staphylococcus spp., CN. causantes de mastitis bovina. En la figura 58 observamos
los porcentajes de susceptibilidad antimicrobiana de la Estreptomicina frente a

Staphylococcus spp., aislados de mastitis bovina.
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Figura 58. Porcentajes de la susceptibilidad antimicrobiana de la estreptomicina
frente a Staphylococcus spp. aislados de leche positiva a mastitis bovina.
Elaborado por: Mazon & Mazén, (2022)

Discusién: Segun Séanchez et al. (2015), en su investigacién susceptibilidad
antimicrobiana del estafilococo coagulasa negativo causantes de mastitis bovina, el
cual aisl6 31 cepas de Staphylococcus spp., donde el 77.41 % (n=24) son sensibles
y el 22.59 % (n=7) son resistentes a la Estreptomicina a 10 pg, donde podemos
inferir ya que en la presente investigacion fueron suficientes 5 pg de Estreptomicina

para que el 100 % de los aislados sean sensibles.
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5.6.13. Efecto de la actividad antimicrobiana de los 7 antibioticos en estudio de

la sobre bacterias del género Citrobacter spp.

Se analizo el efecto de cado uno de los tratamientos mediante el anlisis de varianza
del disefio de bloques completamente al azar (DBCA), con la finalidad de encontrar
aquellos que tuvieron un mejor comportamiento en la inhibicién del crecimiento de

Citrobacter spp., aislados de mastitis bovina.

Tabla 104. Anélisis de varianza (ADEVA) del efecto de la actividad de los 7
antibidtico en estudio sobre Citrobacter spp.

Fuente Variacion | G.L. S.C. C.M. F-Valor | Pr>F
Tratamiento 20 11315.90 | 565.79524 | 35.98 <.0001**
Bloque 1 137.52 137.523 8.75 0.0078 **
Error 20 314.47 15.72381 CV:
Total 41 11767.90 11.99%

**: Altamente significativa, CV: coeficiente de variacion

Anélisis: En latabla 105 se observa los resultados obtenidos del analisis de varianza
de la actividad antimicrobiana de los tratamientos (Oxitetraciclina, Penicilina,
Cefalexina, Cloxacilina, Gentamicina, Neomicina y Estreptomicina) en la
inhibicion del crecimiento de Citrobacter spp., causantes de mastitis bovina, donde

la prueba de Fisher nos indica que:

En lo que concierne a los bloques o repeticiones la interaccion es altamente
significativa, interpretando asi que existio efecto en los resultados por parte de las
repeticiones, expresando de tal modo que las unidades experimentales tuvieron un

comportamiento similar ante la exposicion de los antibidticos previamente citados.

En el caso de los tratamientos la actividad antimicrobiana de los antibioticos en
estudio (Oxitetraciclina, Penicilina, Cefalexina, Cloxacilina, Gentamicina,
Neomicina y Estreptomicina). a diferentes concentraciones (1pg, 5ug, 10ug y
30uQ), frente a Citrobacter spp., expres6 una diferencia altamente significativa,
evidenciando que los tratamientos tienen un efecto diferente al momento de inhibir
el crecimiento de Citrobacter spp., con un coeficiente de variaciéon de 11.99 %

confiriendo confiabilidad y aceptabilidad de los datos obtenidos en la investigacion.
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5.6.13.1. Anélisis de la comparacion de medias (Tukey 5%) del efecto de
la actividad antimicrobiana de los 7 antibi6ticos propuestos (Oxitetraciclina,
Penicilina,  Cefalexina, Cloxacilina, = Gentamicina, = Neomicina Yy

Estreptomicina). frente a Citrobacter spp. aislados de mastitis bovina.

Mediante el analisis de la comparacion de medias (Tukey al 5 %), se comprobd los
promedios entre de los 7 antibidticos (Oxitetraciclina, Penicilina, Cefalexina,
Cloxacilina, Gentamicina, Neomicina y Estreptomicina). a (1ug, 5ug, 10ug y
30uQ), para saber cual es el mejor tratamiento segun la media de la poblacion de 2
aislados confirmados como Citrobacter spp., causantes de mastitis bovina.

Tabla 105. Prueba de comparacion de medias (Tukey), del efecto de la actividad

antimicrobiana de los 7 antibidticos en estudio frente a la bacteria del genero
Citrobacter spp. aislados de leche positiva a mastitis.

Tratamiento N Medias | Tukey Agrupamiento
13 (Gen 30uQ) 2 60.50 | A
19 (Estr. 30uQ) 2 60.50 | A
16 (Neo 30uQ) 2 5950 | A
7 (Cl. 30p) 2 5350 | A
4 (Pen 30uQ) 2 5150 | A
10 (Clox. 10ug) 2 48.50 B
1 (Oxi 30pg) 2 47.00 B
8 (CI. 10uQ) 2 34.00 B
5 (Pen 10u9) 2 33.00 B C
17 (Neo 10uQ) 2 29.50 CD E
14 (Gen 10uQ) 2 28.50 CD E
2 (Oxi 10puQ) 2 26.00 CDEF
20 (Estrep 10uQ) 2 25.50 CDEF
11 (Cloxa 5ug) 2 21.00 CDEF
9 (CI. 5pg) 2 19.50 CDEF
6 (Pen 5uQ) 2 18.50 CDEF
18 (Neo 5ug) 2 18.50 CDEF
15 (Gen 5ug) 2 17.50 D EF
3 (Oxi 5uQ) 2 15.50 E F
12 (Cloxa 1ug) 2 15.50 E F
21 (Estrep 5uQ) 2 10.50 F

Gen.: gentamicina, Estr.: estreptomicina, Neo.: neomicina, Pen.: penicilina, Clox.:

cloxacilina, Cl.: cefalexina, Oxi.: oxitetracilina.
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Analisis: En la tabla 106 observamos el analisis de la prueba de Tukey al 5 %,
donde se expres6 el promedio del diametro del halo de inhibicion de cada

tratamiento, donde se evidencié;

Los promedios exhibidos en los antibidticos Gentamicina, Estreptomicina,
Neomicina, Cefalexia y Penicilina a 30ug, no expresaron diferencias significativas,
obteniendo lo mayores promedios comprendidos por valores de; 60.50mm,
60.50mm, 59.50 mm, 53.50 mm, 51.50 mm, respectivamente.

Igualmente, al referirse a los rangos con el promedio mas bajo en el diametro del
halo de inhibicién podemos inferir que Estreptomicina (5ug) expreso diferencias
significativas con respecto a los demas tratamientos, siendo asi el menor promedio

con 10.50 mm de halo de inhibicién.
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Figura 59. Efecto de los 7 antibidticos frente a Citrobacter spp. aislados de
leche positiva a mastitis bovina.
Elaborado por: Mazon & Mazén, (2022).
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5.6.13.2.

Andlisis de la concentracion minima inhibitoria de los 7

antibidticos en estudio sobre Citrobacter spp., aislados de leche positivas a

mastitis

La interpretacion se llevo acabo segun a las recomendaciones de la guia del Clinical

Laboratory Estandard Institute (CLSI, 2020) y el Comité Europeo de Evaluacion
de la Sensibilidad Antimicrobiana (EUCAST, 2022) donde expresa los puntos de

corte para Citrobacter spp. haciendo uso de las referencias establecidas para la

familia de las Enterobacterias.

Tabla 106. Categorias interpretativas y puntos de corte del diametro de zona de
inhibicion en milimetros (mm) de los 7 antibioticos propuestos frente a Citrobacter
spp. aislados de leche positiva a mastitis.

Difusion de disco (mm)
Antibiotico

R I S Guia.
Oxitetraciclina <11 12-14 >15 CLSI
Penicilina <13 14-16 > 17 CLSI
Cefalexina <18 - >19 EUCAST
Cloxacilina <10 11-12 >13 CLSI
Gentamicina <12 13-15 >16 CLSI
Neomicina <14 - > 15 EUCAST
Estreptomicina <11 12-14 >15 CLSI

R: resistente, I: intermedio, S: susceptibles.

5.6.13.3.

Actividad antimicrobiana de los 7 antibiéticos en estudio frente

a la bacteria del género Citrobacter spp., aislados de leche positiva a mastitis.
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Tabla 107 Actividad antimicrobiana de los 7 antibi6ticos en estudio frente a la bacteria del género Citrobacter spp. aislados de mastitis.

Citrobacter

Spp Oxitetraciclina Penicilina Cefalexina Cloxacilina
30|PC.|10|P.C.|5 |PC.|30|PC.|10|PC.|5 |PC.|30|PC.|10|PC.|5 |PC.|10|PC.|5 |PC.|1 |P.C
Cadigo
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 T12
ARO019PD 40| S 20| S 15| S 451 S 29 | S 18 (S 48 | S 28 | S 19 S 48 | S 20| S 151]S
ACHOO1AD |54 | S 32|S 16| S 58 1|S 371|S 19 (S 59 | S 40 | S 20| S 49 | S 22| S 16 | S

P.C.: punto de corte, S: sensible R: resistente, I: intermedio
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Tabla 108 Actividad antimicrobiana de los 7 antibidticos en estudio frente a la bacteria del género Citrobacter spp. aislados de leche

positiva a mastitis

Citrobacter spp. Gentamicina Neomicina Estreptomicina

30 | PC.| 10 | P.C 5 |[PC.| 30 \PC.| 10 |PC.| 5 |PC.| 3 |(PC.| 10 |PC.| 5

# Cadigo
T13 T14 T15 T16 T17 T18 T19 T20

1 ARO19PD 61 |S 28 S 17 | S 59 S 29 S 18 |S 60 |S 29 | S 10

2 ACHOO01AD |60 |S 29 S 18 |S 60 S 30 S 19 |S 61 | S 22 | S 11

PC: punto de corte, S: sensible. R: resistente, I: intermedio
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Analisis: Mediante el analisis de la actividad antimicrobiana de lo 7 antibiéticos a
3 concentraciones podemos expresar que el T21 (5ug de Estreptomicina) presentd
el 100 % (n=2) de resistencia, mientras los demas tratamientos tienen sensibilidad
a dichas concentraciones de los demés antibiéticos. En la Figura 60 se puede ver la
susceptibilidad de los tratamientos frente a bacterias Citrobacter spp., aislados de

mastitis bovina.
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Figura 60. Susceptibilidad de los tratamientos frente a bacterias Citrobacter
spp. aislados de mastitis bovina.
Elaborado por: Mazon & Mazon, (2022)

Discusion: Segin Mbuk et al. (2016), en su investigacion de aislamiento de
coliformes, logro aislar 3 Citrobacter spp. Los cuales fueron sometidos a la
actividad antimicrobiana de Estreptomicina, Tetraciclina y Gentamicina,
evidenciando que estos aislados presentaron sensibilidad en 33.3%, 33.3% Yy 66.7%
respectivamente, mientras que Cruz et al. (2017), en su investigacion donde evalu6
la actividad in vitro de la Oxitetraciclina y Gentamicina frente a Citrobacter spp.,
mostraron el 100 % susceptibilidad, también Nam et al. (2009), en su investigacion
en un periodo de 5 afios (2003 - 2008) logro aislar un total de 39 Citrobacter spp.
las cuales manifestaron un 74.4% de sensibilidad a la tetraciclina (30ug) y 92.3%
de sensibilidad a la Gentamicina (10ug), interpretando asi que en base a los
resultados obtenidos en la investigacion se hace inferencia de que la variabilidad en
los criterios de sensibilidad por parte Citrobacter spp., estan en dependencia de la
zona agroecoldgica y de un sinnimero de factores que influyen para el desarrollo

de la resistencia de dicho patégeno.
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5.6.14. Efecto de la actividad antimicrobiana de lo Oxitetraciclina frente a

bacterias del género Bacillus spp.

Se analiz6 el efecto de la oxitetraciclina a diferentes microconcentraciones
mediante el analisis de varianza del disefio de bloques completamente al azar
(DBCA), con la finalidad de encontrar aquellos tratamientos que tuvieran un mejor
comportamiento en la inhibicién del crecimiento de Bacillus spp., aislados de leche
positivas a mastitis.

Tabla 109. Anélisis de varianza (ADEVA) del efecto de la actividad antimicrobiana
de la oxitetraciclina sobre Bacillus spp.

Fuente Variacion G.L. |S.C C.M. F-Valor Pr>F
Tratamiento 2 1013.55 | 506.77 | 618.44 <.0001**
clinico

Bloque 8 10.000 | 1.25000 | 1.53 0.2245NS
Error 16 13.11 0.81944 CV: 8.95%
Total 26 1036.66

**: Altamente significativo, NS: no significativo, CV: coeficiente de variacion.

Analisis: En la tabla 110 se observa los resultados obtenidos al analizar la actividad
antimicrobiana de la oxitetraciclina a 5 pg, 10ug y 30ug en la inhibicion del

crecimiento de Bacillus spp., la prueba de Fisher nos indica que:

En lo que concierne a los blogues o repeticiones la interaccion es no significativa,
interpretando asi que no existio efecto en los resultados por parte de las
repeticiones, es decir, las unidades experimentales tuvieron un comportamiento

similar contra la oxitetraciclina.

En el caso de los tratamientos se pudo justificar con la prueba de Fisher que la
actividad antimicrobiana de la oxitetraciclina a diferente microconcentraciones
(30ug, 10pg, y 5ug), frente a Bacillus spp., expresd una diferencia altamente
significativa, evidenciando que la oxitetraciclina tiene un efecto diferente al
momento de inhibir el crecimiento de la bacteria antes mencionada, con un
coeficiente de variacion de 8.95 % confiriendo confiabilidad y aceptabilidad a los

datos obtenidos en la investigacion.
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5.6.14.1. Anélisis de la comparacion de medias (Tukey 5%) del efecto de
actividad antimicrobiana de la oxitetraciclina frente a Bacillus spp., aislados

de mastitis bovina.

Mediante el analisis de la prueba de Tukey al 5%, se comprob6 el comportamiento
entre los promedios de los tratamientos de oxitetraciclina a diferentes
concentraciones frente a 9 aislados confirmados como Bacillus spp., causantes de
mastitis bovina.

Tabla 110. Comparacion de medias (Tukey al 5 %), del efecto de la actividad

antimicrobiana de la oxitetraciclina frente a Bacillus spp. aislados de mastitis
bovina.

Tratamiento N Medias Tukey Agrupamiento
1 (30 pg) 9 18.44 A

2 (10 ug) 9 8.00 B

3 (5 Hg) 9 3.88 C

N: namero de unidades experimental.

Analisis: En la comparacion de medias (Tukey al 5 %), se evidencié que existid
diferencias significativas entre los promedios de los tratamientos, expresando que
el T1 (30ug) obtuvo el promedio més alto en el didmetro del halo de inhibicién con
una media de 18.44 mm, siguiéndole el T2 (10ug) el cual manifestd un promedio
en el didametro del halo de inhibicion de 8 mm y finalmente, el T3 (5ug) tiene el
menor promedio con una media de 3.88 mm en halo de inhibicién. En la figura 61
podemos ver la distribucion del halo de inhibicion del efecto de la oxitetraciclina

frente a Bacillus spp. aislados de mastitis bovina.
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Figura 61. Efecto de la oxitetraciclina sobre Bacillus spp. aisladas de mastitis
bovina.
Elaborado por: Mazon & Mazon, (2022)

5.6.14.2. Analisis de la concentracion minima inhibitoria de la
oxitetraciclina sobre bacterias Bacillus spp., aisladas de leche positivas a

mastitis.

La interpretacion se llevd acabo segun las recomendaciones de la guia (EUCAST,
2022), donde se establecen los puntos de corte para Bacillus spp., que hace
referencia del uso de discos de tetraciclina a 30 pg como interpretativo para dicha
familia de antibioticos.

Tabla 111. Categorias interpretativas y puntos de corte del diametro de la zona de
inhibicion en milimetros (mm) de oxitetraciclina frente a Bacillus spp.

Difusion de discos (mm)

Interpretacion <19 >20

Guia EUCAST R S
R: Resistente, S: Susceptible.
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En la tabla 112 se observa los puntos de corte recomendados por la guia (EUCAST,
2022), donde manifiesta que es sensible cuando expresa medidas en el halo de
inhibicion de > 20 mm y resistente cuando presenta medidas en el halo de inhibicion

<19 mm.

5.6.14.3. Actividad antimicrobiana de la Oxitetraciclina frente a Bacillus

spp., aislados de mastitis bovina.

Tabla 112. Actividad antimicrobiana de la oxitetraciclina frente a Bacillus spp.,
aislados de mastitis bovina.

Bacillus spp. | Cadigo Concentracion de Oxitetraciclina
# (30ng) | P.C. | (10ng) | P.C. | (5ng) | P.C.
T1 T2 T3

1 DO002PD 19 R 8 R 3 R
2 EAO013AD |18 R 9 R 5 R
3 AROO5AI 17 R 6 R 4 R
4 ARO006AD |19 R 9 R 3 R
5 ARO007AD |19 R 9 R 4 R
6 AR011PD 17 R 7 R 5 R
7 ARO012Al 19 R 9 R 4 R
8 AR023Al 18 R 7 R 3 R
9 AR026PD 20 S 8 R 4 R

S: sensibles, R: resistente.

Analisis: En la tabla 113 se observa el analisis de la susceptibilidad antimicrobiana
de Bacillus spp., frente a oxitetraciclina, demostrando que 8 aislados tiene
resistencia a 30 pg de oxitetraciclina y que solo un aislado expreso sensibilidad,
mientras que a menor concentracion los 9 aislados presentan resistencia. En la
figura 62 se puede observar la susceptibilidad antimicrobiana de la oxitetraciclina

frente a Bacillus spp., aislados de mastitis bovina.
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Figura 62. Susceptibilidad antimicrobiana de la oxitetraciclina frente a Bacillus

spp. aislados de mastitis bovina.

Elaborado por: Mazon & Mazon, (2022)

Tabla 113. Frecuencia y porcentaje de susceptibilidad antimicrobiana de la
oxitetraciclina frente a Bacillus spp., aislados de mastitis bovina.

T1 T2 T3
Criterio
Frec. % Frec. % Frec. %
R 8 88.89 9 100 9 100
S 1 11.11 0 0 0 0
Total 9 100 9 100 9 100

R: resistente, S: sensible:

Andlisis: Los resultados de la tabla 114 indican la distribucién de los criterios de

susceptibilidad, en donde el T1 present6 8 aislados resistente lo que representa el

88.89 %, y tan solo 1 aislados es sensible representando el 11.11 % de sensibilidad,

afiadido a esto los T2 y T3 presentaron el 100 % de resistencia en 9 aislados. En la

figura 63 se observa los porcentajes de la susceptibilidad antimicrobiana de la

oxitetraciclina frente a Bacillus spp., aislados de mastitis bovina.
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Figura 63. Porcentajes de la susceptibilidad antimicrobiana de la oxitetraciclina
frente a Bacillus spp., aislados de mastitis bovina.

Elaborado por: Mazon & Mazon, (2022)
Discusidn: Segun Nibret et al. (2011), en su estudio aislo 164 cepas bacterianas,
presentando 1 aislado de Bacillus spp. el cual fue 100 % sensible a tetraciclinas a
30ug, siendo mayor los resultados de esta investigacion a los obtenidos, donde un
total de 9 aislados de Bacillus spp., obtuvieron el 11.11 % (n=1) de sensibilidad y

un 88.89 % (n=8) de resistencia a dicha concentracion

5.6.15. Efecto de la actividad antimicrobiana de los Betalactamicos frente a

bacterias del género Bacillus spp., aisladas de mastitis bovina.

Se analizo el efecto de cado uno de los betalactdmicos mediante el analisis de
varianza del disefio de bloques completamente al azar (DBCA), con la finalidad de
encontrar aquellos que tuvieron un mejor comportamiento en la inhibicion del

crecimiento de Bacillus spp., aislados de leche positivas a mastitis.
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Tabla 114 Analisis de varianza (ADEVA) del efecto de la actividad antimicrobiana
de los Betalactdmicos frente a Bacillus spp., aislados de mastitis bovina.

Fuente Variacion | G.L. S.C. C.M. F-Valor | Pr>F
Tratamiento 8 1290.88 161.361 | 192.83 | <.0001**
clinico

Bloque 8 19.111 2.388 | 285 0.0089**
Error 64 53.555 0.8368 CV: 16.35%
Total 80 1363.55

**. Altamente significativo, CV: coeficiente de variacion.

Analisis: En la tabla 115 podemos observar los resultados obtenidos al analizar la
actividad antimicrobiana de los betalactdmicos en la inhibicion del crecimiento de

Bacillus spp., la prueba de Fisher nos indica que:

En lo que concierne a los bloques o repeticiones la interaccion es altamente
significativa, interpretando asi que existié un marcado efecto en los resultados por
parte de las repeticiones, es decir, las unidades experimentales no tuvieron un

comportamiento similar contra los betalactamicos.

En el caso de los tratamientos se pudo justificar con la prueba de Fisher que la
actividad antimicrobiana de los betalactamicos frente a Bacillus spp., expreso una
diferencia altamente significativa, es decir que los betalactamicos tiene un distinto
efecto inhibitorio, con un coeficiente de variacion de 16.35 % confiriendo

confiabilidad y aceptabilidad a los datos obtenidos en la investigacion.

5.6.15.1. Analisis de la comparacion de medias (Tukey 5%0) del efecto de
actividad antimicrobiana de los Betalactamicos frente a Bacillus spp., aislados

de mastitis bovina.

Mediante el analisis de la prueba de Tukey al 5%, se comprob6 el comportamiento
entre los promedios de los tratamientos de los betalactdmicos (Penicilina,
Cefalexina y Cloxacilina) a diferentes concentraciones (1pg, 5ug, 10ug y 30 pg)

frente a 9 aislados de Bacillus spp. causantes de mastitis bovina.
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Tabla 115. Prueba de comparacion de medias (Tukey 5%), del efecto de la
actividad antimicrobiana de los betalactdmicos frente a Bacillus spp.

Tratamiento N Medias Tukey Agrupamiento
clinico

1(30pgPen) |9 11.22 A

4 (30 ug Cl.) 9 10.88

7 (10 pg Clox.) |9 10.00 A

2(10pugPen) |9 5.44 B
5(10pgcCl) |9 4.88 B
8(5ugClox.) |9 4.77 B

3 (5 pg Pen.) 9 1.77 C
6 (5 g Cl) 9 0.66 C
9(1lpugClox.) |9 0.66 C

N: nimero de unidades experimentales, Pen.: penicilina, Cl.: cefalexina, Clox.:

cloxacilina.

Analisis: En la tabla 116 se puede observar los En la tabla 116 se observa los
resultados de la prueba de Tukey al 5% donde nos expresa que los T1 (30ug de
Penicilina), T4 (30ug de Cefalexina) y T7 (10ug de Cloxacilina) presentaron
promedios de 11.22 mm, 10.88 mm y 10 mm de didmetro respectivamente los

cuales no expresan diferencias significativas entre ellos.

Mientras que los tratamientos T2 (10ug de Penicilina), T5 (10ug de Cefalexina) y
T8 (5ug de Cloxacilina) obtuvieron promedios de 5.44 mm, 4.88 mm y 4.77 mm
de didmetro respectivamente los cuales se observa que no expresaron diferencias
significativas entre ellos. Al analizar la concentracion mas baja estudiada siendo
los tratamientos T3 (5ug de Penicilina), T6 (5ug de Cefalexina) y T9 (1ug de
Cloxacilina) presentaron promedios de 1.77 mm 0.66 mm y 0.66mm
respectivamente exhibieron la ausencia de diferencias significativas entre los

tratamientos.
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Figura 64. Efecto de la actividad antimicrobiana de los Betalactamicos
(Penicilina, Cefalexina y Cloxacilina) frente a Bacillus spp., aislados de mastitis
bovina.

Elaborado por: Mazon & Mazon, (2022)

5.6.15.2. Analisis de la concentracion minima inhibitoria de los
betalactamicos (Penicilina, Cefalexina y Cloxacilina) frente a Bacillus spp.,

aisladas de leche positivas a mastitis.

La interpretacion se llevo acabo segun a las recomendaciones de la guia CLSI,
(2020), donde manifiestan que se utiliza como categoria interpretativa la penicilina
para el grupo de los betalactamicos frente a Bacillus spp.

Tabla 116. Categorias interpretativas y puntos de corte del diametro de zona de
inhibicion en milimetros (mm) de los Betalactamicos frente a Bacillus spp.

Difusion de discos (mm)

Interpretacion <28 >29

Guia EUCAST R S

R: Resistente, S: Sensible.
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Andlisis: En la tabla 117 se observar los puntos de corte establecidos por la guia
del (CLSI, 2020), donde en las recomendaciones para el estudio de susceptibilidad
de microorganismos fastidiosos, se considera como referencia para la interpretacion
los puntos de corte del S. aureus, manifestando asi que para ser considerado sensible
debe haber evidencia de una medida de halos >29 mm de didmetro de halo de
inhibicion y resistente debe haber evidencia de una medida < 28 mm de halos de
inhibicién.

5.6.15.3. Actividad antimicrobiana de los betalactamicos en estudio frente

a la bacteria del género Bacillus spp., aislados de leche positiva a mastitis.
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Tabla 117 Actividad antimicrobiana de los betalactamicos frente a Bacillus spp., aislados de mastitis bovina.

Concentracion de Penicilina

Concentracion de la Cefalexina

Concentracion de la Cloxacilina

Bacillus - 30ug (P |10n |P |5ug |P. | 30png |P. [10pn |P. |5ug |P.C|10ng |P. |5ug |P.|1ng |P.C.
Cadigo
spp. - lg : C C |g C C. C
C ©
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9
1 D002PD 10 R |5 R |2 R |11 R |5 R |1 R 9 R |6 R |1 R
2 EA013AD |11 R |6 R |3 R |10 R |4 R |0 R 8 R |5 RO R
3 ARO005AI 12 R |7 R |3 R |12 R |5 R |1 R 10 R |5 RO R
4 AR006AD | 13 R |7 R |2 R |10 R |5 R |2 R 10 R |6 R |2 R
5 AR007AD |12 R |6 R |3 R |11 R |4 R |0 R 11 R |5 R |1 R
6 AR011PD |10 R[5 R |3 R |10 R |5 R |1 R 12 R |6 R |2 R
7 AR012Al 11 R |4 RO R |12 R |6 R |1 R 9 R |4 RO R
8 AR023Al 12 R |4 RO R |11 R |5 R |0 R 10 R |3 RO R
9 AR026PD | 10 R[5 RO R |11 R |5 R |0 R 10 R |3 RO R

PC: Punto de corte, R: Resistente, S: Susceptible, I: Intermedio
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Andlisis: En la tabla 118 se observa los resultados de la actividad antimicrobiana
de los Betalactamicos (Penicilina, Cefalexina y Cloxacilina) donde se expresa
claramente que los 9 aislados a las 3 concentracion de los 3 antibiéticos ya tiene
una resistencia, por ende, se considera microorganismos resistentes a los
Betalactamicos. En la figura 65 se observa la susceptibilidad de los Betalactdmicos
(Penicilina, Cefalexina y Cloxacilina) frente a bacterias Bacillus spp., aislados de
leche positiva a mastitis bovina.
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Figura 65. Susceptibilidad de los Betalactamicos (Penicilina, Cefalexina y
Cloxacilina) frente a Bacillus spp., aislados de leche positiva a mastitis bovina.
Elaborado por: Mazon & Mazon, (2022)

Tabla 118. Tabla de Frecuencia y porcentaje de la susceptibilidad de los
Betalactamicos (Penicilina, Cefalexina y Cloxacilina) frente a bacterias Bacillus
spp. aislados de leche positiva a mastitis bovina.

Penicilina Cefalexina Cloxacilina

Criterio | T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9

% % % % % % % % %

R 100 | 100 100 | 100 |100 |100 |100 |100 | 100

# 9 9 9 9 9 9 9 9 9
aislados

P.C.: puntos de corte, R: resistente.
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Anélisis: De acuerdo con el analisis de susceptibilidad antimicrobiana del Bacillus
spp. frente a los betalactdmicos se expresa que todos los tratamientos presentaron
el 100 % de resistencias. En figura 66 se expresa los porcentajes de la
susceptibilidad del Bacillus spp., frente a los Betalactamicos (Penicilina, Cefalexina

y Cloxacilina).
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Figura 66. Porcentajes de la susceptibilidad antimicrobiana de los
betalactamicos (Penicilina, Cefalexina, Cloxacilina) frente a Bacillus spp.
aislados de mastitis bovina.

Elaborado por: Mazon & Mazén, (2022)

5.6.16. Efecto de la actividad antimicrobiana de los aminoglucdsidos

(Gentamicina, Neomicina y Estreptomicina) frente a Bacillus spp.

Se analizo el efecto de cado uno de los aminoglucésidos (Gentamicina, Neomicina,
y Estreptomicina) mediante el analisis de varianza del disefio de bloques
completamente al azar (DBCA), con la finalidad de encontrar aquellos que tuvieron
un mejor comportamiento en la inhibicién del crecimiento de Bacillus spp. aislados

de leche positivas a mastitis.
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Tabla 119. Andlisis de varianza (ADEVA) del efecto de la actividad de los
aminoglucosidos (Gentamicina, Neomicina, y Estreptomicina) en estudio sobre
bacterias del género Bacillus spp.

Fuente V. G.L. S.C. C.M. F-Valor | Pr>F
Tratamiento 8 14681.209 | 1835.15 | 314.12 <.0001**
clinico

Bloque 8 308.54 38.5679 | 6.60 <.0001**
Error 64 373.90 5.84 CV:7.87%
Total 80 15363.65

**. Altamente significativo, CV: coeficiente de variacion.

Analisis: En la tabla 120 podemos inferir que los resultados obtenidos al analizar
la actividad antimicrobiana de los aminoglucésidos (Gentamicina, Neomicina, y
Estreptomicina 5 pg, 10ug y 30ug) en la inhibicion del crecimiento de Bacillus

spp., la prueba de Fisher nos indica que:

En lo que concierne a los bloques o repeticiones la interaccion es altamente
significativa, interpretando asi que existio un marcado efecto en los resultados por
parte de las repeticiones, es decir, las unidades experimentales no tuvieron un
comportamiento similar contra los aminoglucésidos (Gentamicina, Neomicina, y

Estreptomicina 5 pg, 10pg y 30ug).

En el caso de los tratamientos se pudo justificar con la prueba de Fisher que la
actividad antimicrobiana de los betalactdmicos a diferente microconcentraciones de
aminoglucésidos (Gentamicina, Neomicina, y Estreptomicina 5 pg, 10ug y 30ug)
sobre Bacillus spp., expresd una diferencia altamente significativa, evidenciando
que los betalactamicos mencionados tienen un efecto diferente al momento de
inhibir el crecimiento de la bacteria antes mencionada, con un coeficiente de
variacion de 7.87 % confiriendo confiabilidad y aceptabilidad a los datos obtenidos

en la presente investigacion.
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5.6.16.1. Anélisis de la comparacion de medias (Tukey 5%) del efecto de
actividad antimicrobiana de los aminoglucésidos frente a bacterias Bacillus
spp., aislados de mastitis bovina.

Mediante el andlisis de la comparacion de medias (Tukey) a el 5%, se comprobo
los promedios entre los tratamientos de los aminoglucésidos a una concentracion
de (30ug, 10ug, 5u9), interpretativamente se determino cual es el mejor tratamiento
segun la media de la poblacion en 9 aislados confirmados como Bacillus spp.

Tabla 120. Prueba de comparacion de medias (Tukey), del efecto de la actividad

antimicrobiana de los aminoglucésidos frente a Bacillus spp. aislados de leche
positiva a mastitis bovina.

Tratamiento
i N Medias Tukey Agrupamiento
7 (30 g Estr.) 9 52.00 A
4 (30 pug Neo.) 9 50.00 A
1 (30 ug Gen.) 9 41.33 B
8 (10 pg Estr.) 9 31.11 C
5 (10 pg Neo.) 9 28.66 C
2 (10 pug Gen.) 9 22.22 D
9 (5 ug Estr.) 9 20.55 D
6 (5 ug Neo.) 9 18.77 D
3 (5 ug Gen.) 9 11.44 E

N: numero de unidades experimentales.

Analisis: En la tabla 121 se observa los resultados de la prueba de Tukey al 5%
donde nos expresa que los T7 (30ug de Estreptomicina), T4 (30ug de Neomicina)
presentaron promedios de 52.00 mm y 50.00 mm respectivamente los cuales no

expresan diferencias significativas entre ellos. Siguiendo el T1 (30ug de
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Gentamicina) el cual obtuvo un promedio de 41.33 mm, mostrando diferencias

significativas a el resto de los tratamientos.

Posteriormente los T8 (10pg de Estreptomicina) y T5 (5pug de Neomicina)
mostraron que no presentan diferencias significativas obteniendo promedios de

31.11 mmmy 28.66 mm respectivamente de diametro del halo de inhibicion.

De igual manera los T2 (10ug de Gentamicina), T9 (5ug de Estreptomicina) y T6
(5pg de Neomicina) obtuvieron promedios de 5.44 mm, 4.88 mm y 4.77 mm de
didmetro respectivamente, los cuales se observa que no expresaron diferencias
significativas entre ellos. Y finalmente el promedio mas bajo lo obtuvo el T3 (5ug
de Gentamicina) con un promedio 11.44 mm de diametro del halo de inhibicién.

Distribucion de ha
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Figura 67. Efecto de los tratamientos de los aminoglucosidos (Gentamicina,
Neomicina y Estreptomicina) frente a Bacillus spp. aislados de mastitis bovina.
Elaborado por: Mazon & Mazén, (2022)
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5.6.16.2. Anédlisis de la concentracibn minima inhibitoria de los
aminoglucosidos sobre bacterias Bacillus spp., aisladas de leche positivas a

mastitis.

La interpretacion se llevo acabo segln a las recomendaciones del CLSI, (2020)

donde se uso los puntos de corte para Bacillus spp.

Tabla 121. Categorias interpretativas y puntos de corte del diametro de zona de
inhibicion en milimetros (mm) de los aminoglucdésidos frente a Bacillus spp.

Difusion de discos (mm)

Interpretacion <18 >19

Guia EUCAST R S

R: Resistente, S: Sensible.

Analisis: En latabla 122 se observa los puntos de corte establecidos por (EUCAST,
2022), segun las recomendaciones del EUCAST para el estudio de la
susceptibilidad antimicrobiana de microorganismos fastidiosos, se usan los puntos
de corte del Bacillus cereus, frente a Gentamicina de 10 pg, siendo este como
interpretativo para toda la familia de los aminoglucdsidos, refiriendo que es
susceptible cuando hay evidencia de una medida a >19 mm de diametro de halo de

inhibicion y resistente en medidas < 18 mm de halos de inhibicion.

5.6.16.3. Actividad antimicrobiana de los Aminoglucésidos en estudio

frente a la bacteria del género Bacillus spp., aislados de mastitis.
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Tabla 122 Analisis de la actividad antimicrobiana de los aminoglucdsidos frente a Bacillus spp.

Concentracion de Gentamicina

Concentracion de la Neomicina

Concentracion de la Estreptomicina

Bacillus Codigo 30ug (P |10n |P |5ug |P. | 30png |P. [10pn |P. |5ug |P.C |30ng |P. |[10n |P.|5ug |P.C
spp. .9 : C C |g C : C. |g C
C ©
T1 .| T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9
1 D002PD 46 S|25 |S |13 |R |52 S |31 S |20 |S 55 S |3 |S |22 |S
2 EAO013AD |45 S|24 |S |12 |[R |50 S |30 S |19 |S 53 S |32 S |21 |S
3 ARO005AI 43 S|21 |S |11 |R |52 S |29 S |19 |S 50 S |30 S |20 |[S
4 ARO06AD | 45 S|25 |S |13 |R |53 S |28 S |18 |R |55 S |33 S |22 |S
5 AR007AD |41 S|21 |S |11 |R |46 S |25 S |17 |[R |51 S |30 S |21 |S
6 AR011PD | 39 S|{19 |S|10 |R |48 S |27 S |16 |[R |52 S |30 S |20 |[S
7 AR012Al 47 S|26 |S |13 |R |49 S |28 S |21 |S 60 S |33 S |24 |S
8 AR023Al 41 S|22 |S |12 |R |51 S |30 S |20 |S 42 S |28 S |16 R
9 AR026PD | 35 S|17 |R |8 R |49 S |30 S |19 |S 50 S |30 S |19 |S

R: resistente, S: sensible
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Andlisis: El andlisis de la actividad antimicrobiana de los tratamientos propuestos
podemos encontrar que el antibidtico Gentamicina presentd una sensibilidad de los
9 aislados a la concentracion de 30ug, seguido que a 10ug un solo aislado presentd
resistencia, mientras que a 5ug los 9 aislados presentaron resistencia.

La Neomicina a 30 y 10 pg, los 9 aislados presentaron sensibilidad, mientras que a
5 ug 3 aislados presentaron resistencia, deduciendo que para 6 aislados los 5 g de
Neomicina fueron suficientes para inferir en el crecimiento bacteriano. y finalmente
la Estreptomicina presentd los 9 aislados sensibilidad a las concentraciones 30 g,
10ug, mientras que a 5 g solo un aislados es resistente. En la figura 68 se puede
ver la susceptibilidad de los aminoglucdsidos frente a bacterias Bacillus spp.

aislados de leche positiva a mastitis bovina.

m Resistente  m Sensible

3

1
1

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9

Figura 68. Susceptibilidad de los aminoglucdsidos (Gentamicina, Neomicina y
Estreptomicina) frente a Bacillus spp. aislados de mastitis bovina.
Elaborado por: Mazon & Mazén, (2022).
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Tabla 123 Tabla de porcentaje de la susceptibilidad de los Aminoglucosidos frente
a bacterias Bacillus spp. aislados de mastitis bovina.

Gentamicina Neomicina Estreptomicina

Criterio| 71 | T2 | T3 | T4 | T5 | T6 | T7 | T8 | T9

% % % % % % % % %

R 0 11.11 100 |O 0 3333 |0 0 0

S 100 | 88.89 |0 100 | 100 |66.67 {100 | 100 | 100

P.C.: puntos de corte, R: resistente.

Analisis: los resultados de la tabla 124 nos expresa que todos los tratamientos
presentaron diferentes porcentajes de susceptibilidad siendo que el T1 (30ug de
Gentamicina) el 100 % de sensibilidad, mientras que el T2 (10ug) presento el 11.11
% de resistencia, con un 88.89 % de sensibilidad, y a una concentracion de 5ug T3,

presento el 100 % de resistencias.

Los T4 (30ug), T5 (10ug) de Neomicina presentaron el 100 % de sensibilidad a
dichas concentraciones, mientras que a 5ug (T6) presento el 33.33 % de resistencias
y el 66.67 % de susceptibilidad, y finalmente la Estreptomicina a las
concentraciones de 30pug y 10pg, tiene el 100 % de sensibilidad, mientras que a 5ug
presento el 11.11 % (n=1) de resistencia y el 88.89 % (n=8) de sensibilidad.

120%

100% 100% 100% 100% 100% 100%
100% 88.89% 89%
80% 66.67%
60%
40% 33.33%
20% 11.11% 11%
- 0% . 0% 0% 0% 0% 0% .
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9

H Resistencia Sensible

Figura 69. Porcentajes de la susceptibilidad antimicrobiana de los
aminoglucoésidos (Gentamicina, Neomicina y Estreptomicina) frente a Bacillus
spp. aislados de mastitis bovina.

Elaborado por: Mazon & Mazén, (2022).
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Discusion: Segun Nibret et al. (2011), en su investigacion aislaron 164 cepas
bacterianas, donde 1 aislados correspondia a Bacillus spp., el cual fue 100 %
sensible a Estreptomicina (10ug), comparando con los resultados obtenido en la
investigacion, donde 9 (total) aislados son 100 % sensibles a 10 pg, mientras que
se manifest6 que la concentracion minima inhibitoria para 8 aislados fue de 5 pg de

Estreptomicina.
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CAPITULO VL.

VI. COMPROBACION DE HIPOTESIS.

Por medio del anélisis estadistico ejecutado en los valores obtenidos de las variables
propuestas en la presente investigacion, con el desarrollo de una prueba de hipotesis
mediante chi-cuadrado de Pearson se analizaron los resultados los mismos que
expresaron la existencia de una interaccion altamente significativa al 95% de
confiabilidad para validar las hip6tesis, donde el limite de la prueba para aceptar la
hipétesis nula con 10 grados de libertar fue de un 18.31, mientras que resultado
obtenido fue de 108.03 lo que nos indica que no se manifest6 dentro del rango para
la hipdtesis nula, por lo que aceptamos la hipdtesis alternas, la misma que nos
expresa que “Existe una resistencia de bacterias aisladas de mastitis bovina frente
a los antibidticos mas comunes en la cooperativa agropecuaria “La colina”,

provincia de Pichincha -Ecuador”.

Tabla 124 Frecuencias de la susceptibilidad de los aislados.

P.C.
Patdgeno

I R S Total
Bacillus spp. 0 120 69 189
Citrobacter spp. 0 2 40 42
E. coli 6 104 58 168
Klebsiella spp. 14 123 52 189
S. aureus 22 203 90 315
Staphylococcus spp. 3 81 84 168
Total 45 633 393 1071

P.C.: puntos de corte, R: resistencias, S: sensible, I: intermedio.
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Tabla 125. Prueba de chi-cuadrado para comprobacion de hipdtesis planteadas.

Prueba de Chi-cuadrado
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CAPITULO VII.

VIlI. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.
7.1. CONCLUSIONES.

. La deteccion de la mastitis por medio del método diagndstico California
Mastitis Test (CMT) exhibi6 una casuistica de 50 vacas positivas (36.7 %
prevalencia) de un total de 136 vacas muestreadas en 7 predios de los afiliados a la
cooperativa agropecuaria “La colina”, exibiendo en los cuartos posteriores la mayor
afectacion con un 31 % de prevalencia en relacion con los otros cuartos mamarios.
En lo que concierne el conteo de bacterias totales (CBT) se obtuvieron valores

superiores a lo permitido por el acuerdo ministerial 394.

o Una vez realizado el procesamiento y anélisis de 51 muestras se aislaron 51
cepas bacterianas en total, de las cuales; el 29.42 % corresponde a Staphylococcus
aureus, seguido por el 17.64 % que corresponde a Klebsiella spp., y Bacillus spp.
respectivamente, la presencia de Escherichia coli y de Staphylococcus spp., CN se
observé en un 15.68 % respectivamente, y finalmente, Citrobacter spp., exhibid

una proporcion de 3.94 % de los aislados totales.

o El Staphyloccus aureus manifestd0 mayor sensibilidad a los
Aminoglucosidos en estudio, asi mismo a la oxiteracilina obtuvo el 40 % de
sensibilidad a 30 pg, mientras que a los Betalactamicos el 20 % de los aislados

presentaron sensibilidad a las concentraciones mas altas.

o Escherichia coli demostré el 100 % de sensibilidad a 30 pg de
Oxitetraciclina, Gentamicina, Neomicina, Estreptomicina y Cefalexina, mientras el
50 % de los aislados expresaron sensibilidad a 30 pg de Penicilina, asi mismo
fueron suficientes 5 pug de Cloxacilina para que el 100 % de los aislados sean

inhibidos o demuestre sensibilidad segun los puntos de corte mencionados.

o Se observd que el 100 % de los aislados de Klebsiella spp., mostraron
sensibilidad a 30 pg de Oxitetraciclina, Gentamicina, Neomicina y Estreptomicina,
mientras que 30 pg de Penicilina y Cefalexina demostraron el 33.33 % de
sensibilidad, asi mismo, 10 pug Cloxacilina exhibi6 que el 22.22 % de los islados

fueron sensibles.
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" La susceptibilidad del Staphylococcus spp., CN se manifesté que el 100 %
de los aislados son resistentes a las concentraciones mas altas de los Betalactamicos,
asi mismo, 10 pg de oxitetraciclina fueron suficientes para que el 100 % de los
aislados expresen sensibilidad y finalmente, la Gentamicina, Neomicina y
Estreptomicina expresaron que el 100% de los aislados son sensibles a 5 ug.

o En el andlisis de la susceptibilidad antimicrobiana de los 7 antibioticos a
diferentes concentraciones (1pg, 5 pg, 10 pg y 30 pg) frente a Citrobacter spp.,
exhibieron que a 5 pg de Estreptomicina el 100 % de los aislados present6
resistencia, mientras que en las demas concentraciones se aprecio el 100 % de

sensibilidad.

o Al analizar la actividad antimicrobiana de Bacillus spp., se demostré que
fueron suficientes 5ug de Estreptomicina, 10pg de Neomicina y Gentamicina para
inferir en el crecimiento, mientras que la interaccion con los antibidticos
betalactamicos (Penicilina, Cefalexina y Cloxacilina) se observo el 100 % de
resistencia a todas las concentraciones, de igual manera se registré el 11.11 % de

sensibilidad y un 88.89 % de resistencia a 30 g la Oxitetraciclina.
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7.2. RECOMENDACIONES.

o Elaborar estrategias de capacitacion en estudios posteriores para mejorar los
protocolos de sanidad antes, durante y después del ordefio en los predios de los

afiliados a la cooperativa agropecuaria “LA COLINA”.

o Realizar un estudio de la inocuidad del producto en el momento de su
transporte y manipulacion antes de la llegada al tanque reservorio de enfriamiento
que se encuentra a 8°C, con la finalidad de encontrar puntos criticos de
contaminacién que no permitan garantizar la entrega de un producto de buena

calidad para su posterior procesamiento.

o Realizar la caracterizacion (Diagndstico) molecular de los aislados de la

presente investigacion.

o Realizar el genotipado de los aislados que se encontraron como resistentes
a cada uno de los farmacos utilizados en la actividad antimicrobiana para

determinar el origen de la resistencia a los antibioticos antes analizados.

o Utilizar de nuevas combinaciones y familias de antibioticos para observar
in vitro la interaccion de estos frente a las bacterias aisladas, y dar nuevas
recomendaciones medicamentosas que permitan bajar los indices de resistencia por

parte de las bacterias causante de mastitis bovina.

o Hacer estudios de enfoque social que permitan identificar el origen de la
falta de capacitacion y conocimiento en el uso y administracion de agentes
antibioticos para el tratamiento de enfermedades infecciosas del ganado lechero en

la zona de estudio.
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ANEXOS.

Anexo 1 lugar del experimento.

Mapa del Recinto San Pedro, en la parroquia San Miguel de los Bancos donde se
ubica la Cooperativa Agropecuaria “La Colina”, provincia de Pichincha.

Fuente: (Google maps, 2022)

Mapa del Laboratorio General de la Facultad de Ciencias Agropecuaria Recursos
Naturales y del Ambiente, de la Universidad Estatal de Bolivar.
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Fuente: (Google maps, 2022)



Anexo 2 Base de datos.

S. al;reus Codigo Penicilina Cefalexina Cloxacilina Oxitetraciclina Gentamicina Neomicina Estreptomicina

30 |10 530|110 | 5] 10 | 5|1 |3 |10 |5|30(10|5]30]10]5 3] 10 5
1 DOO01Al 26 1216 |20 |9 4 |24 12 (4 |17 9 4 21|14 |5 |25 |14 |7 29 [ 10 5
2 DO04Al 26 12 |5 |21 |10 3 |23 12 |4 |18 10 6 |24 |15|5 |26 |15 |7 28 19 4
3 D0O04AD 27 1317 |22 |11 3 |22 11 |5 |16 8 5 23144 |27 |14 |7 29 | 7 4
4 EAOQ01AI 23 11 |5 |17 |8 3 120 10 |4 |15 7 5 |25(17 |7 |26 |15 |8 27 |11 5
5 EAOQ02PI 21 105 |16 |7 4 119 9 |2 16 9 7 |28(19 |7 |26 |14 |6 29 [ 10 5
6 EAQ03PD 24 11 |5 |17 |8 4 |20 10 |4 |19 10 6 |24 (18 |6 |27 |14 |7 26 | 12 6
7 EAQO04AI 23 106 |16 |7 3 |18 9 |2 |20 8 4 271198 |29 |14 |7 27 | 13 7
8 EAO04AD 24 13|17 |15 |6 3 |19 10 14 |21 9 5 12618 |7 |29 |14 |4 28 | 14 7
9 EAOQO05PI 23 11 |5 |16 |7 4 |20 10 |4 |15 7 3 |24 |17 |5 |27 |14 |5 27 | 15 7
10 EAOQ09AI 23 11 |5 |15 |7 4 |19 9 |3 |14 5 3 |22|16 |4 |27 |13 |6 28 | 15 6
11 EAOQ10PI 24 1216 |17 |7 4 |18 9 |3 |18 6 5 12618 |7 |25 |12 |5 27 | 14 5
12 ARO10PI 24 13|6 |15 |6 3 120 10 14 |20 12 7 |23|17]|6 |26 |12 |5 29 | 13 7
13 ARO018PI 20 105 |17 |6 3 |21 10 |3 |19 10 6 [28(19|5 |25 |12 |7 27 | 15 7
14 ACHO01AD 22 1217 |16 |5 3 120 10 |4 |19 9 7 |24 |17 |6 |13 |7 4 28 | 11 5
15 ACHO002PD 21 105 |17 |7 3 120 10 |5 |18 9 4 271198 |23 |14 |7 29 |10 5




Penicilina Cefalexina Cloxacilina Oxitetraciclina Gentamicina Neomicina Estreptomicina
Escherichia coli o
. Cddigo

30 |10 5 (30| 10 | 5|10 | 5|13 |10 |5 |30(10|5|30|10|5 |30] 10 5
1 DO002PI 15 6 |3 |19 8 5 (29 19 |10 | 19 10 5 (291105 |23 |11 |5 26 | 11 5
2 DO03PI 13 5 (2 |18 19 4 |26 16 |6 |26 15 9 |27(11]|6 |25 |12 |6 29 | 14 7
3 EAOQ06PI 14 5 (2 [21]10 5 |27 17 |7 |21 11 3 |27112|16 |24 |10 |5 27 |11 5
4 AROQOO01AlI 13 6 |3 (2011 4 |26 16 |8 |23 13 4 128|147 |26 |13 |4 27 | 12 6
5 ARO01AD |13 6 |3 [20 10 4 |25 17 |9 17 9 2 |28(12|6 |26 |12 |5 26 | 15 6
6 AR002PD 13 6 |3 [20 10 5 |27 16 |8 |18 8 2 |29(12|5 |22 |11 |6 29 | 15 6
7 AR0004PD | 14 5 (2 |21]9 4 |28 15|18 |19 9 4 128|146 |25 |10 |5 29 | 13 7
8 ARO013PI 15 6 |3 [19 10 4 |27 16 |8 |21 10 5 12711216 |25 |10 |6 28 |11 8




Penicilina Cefalexina Cloxacilina Oxitetraciclina Gentamicina Neomicina Estreptomicina

Klebsiella spp.

) Cadigo
30 (10| 5 |30 | 10 | 5 10 | 5] 1| 30 10 | 513010530 |10 | 5 |30 10 5

EAOO6PD |13 |7 |4 |13 |5 3 (10 |7 (4 |20 |13 |6 |29 (12|6 |23 |10 |5 |30 |11 |5

EAO007PI 12 |6 |3 |12 |5 3 |10 |8 |4 |26 |14 (8 |29 |11|5 |24 |9 4 32|14 |7

EAO008PI 13 |7 |4 |13 |5 4 |11 |7 |3 (25 |14 |7 |30|13 |6 (26 |10 |5 (35|17 |8

EAO12PD |17 |6 |3 |15]|5 3 |17 |8 |6 |24 |14 |6 |27|12 |7 |25 |11 |6 |30 |13 |6

EAO013AI 17 |8 |4 |14 |6 3 |17 |8 |5 |20 |14 |8 |30|13|6 (23 |12 |7 |32 |11 |5

EAO14AD |12 |7 |5 |12 |6 3 |11 |6 |3 |25 |16 |6 |29|12 |6 (25 |10 |5 |32|12 |6

AR014PD |12 |6 |3 |13 |5 2 (11 |6 (3 |23 |15 |7 |29 |11 |5 |26 |13 |5 |34 |11 |5

ARO15PI 14 |8 |4 |13 |6 3 |10 |7 |3 |23 |15 |7 |29|12 |8 (24 |12 |6 |32 |10 |6

ARO16PD |17 |7 |3 |15 |7 4 |11 |7 |4 |20 |15 |6 |30 (14 |6 |27 (11 |5 |29 |12 |6




Staphylococcus Penicilina Cefalexina Cloxacilina Oxitetraciclina Gentamicina Neomicina Estreptomicina

Spp. Codigo
# 30 |10 53|10 | 5|10 |5|1 |30 |10 |5|30|10|5|30 |10 | 5 (30| 10 5

ARO03PD |27 |13 |6 |20 |9 |5 |18 |8 |4 | |13 |6 |50 |27 |15|55 |31 |15 |53 |33 |18

ARO0SPI |26 |14 |7 |22 |10 |5 |19 |9 |5 |2 |14 |8 |49 |28 |16|56 |32 |16 |55 |34 |19

AROOOPD |25 |13 |6 |23 |10 |6 |20 |10 |6 |25 |14 |7 |52 |29 |17|55 |30 |15 |57 |35 |20

ARO17PI 25 |14 |7 |21 |11 |6 |18 |9 |5 |24 |14 |6 |53 |26 [15|54 |29 |15 |54 |33 |19

AR020PI 24 |12 |6 |19 |9 5 |20 |9 |5 |p |14 |8 |55 |27 [15|56 (31 |17 |52 |33 |19

ARO21AD |27 |15 |6 |20 |9 5 (19 |10 |5 |25 |16 |6 |50 |28 (16|56 |31 |18 |52 |31 |17

ARO22PD |27 |14 |7 |21 |10 |6 [18 |8 |4 |23 |15 |7 |52 |29 |17|55 |30 |17 |53 [32 |18

AR025PI 28 |16 |8 |24 |11 |7 |19 |9 |5 |23 |15 |7 |53 |28 [15|52 |29 |16 |55 |34 |20




Bacillus spp. o Penicilina Cefalexina Cloxacilina Oxitetraciclina Gentamicina Neomicina Estreptomicina
#

30 | 10 30 | 10 10| 5 |1/30 10| 5 |3 10| 5 | 30|10 |5 |30] 10 5
1 D002PD 10 5 2 11 |5 1 6 1119 |8 3 46 |25 |13 |52 |31 |20 |55 |34 |22
2 EAO13AD |11 6 3 10 |4 0 8 5 0 |18 |9 5 45 |24 |12 |50 |30 |19 |53 |32 |21
3 ARO005AI 12 7 3 12 |5 1 10 |5 0 |17 |6 4 43 |21 |11 |52 |29 |19 |50 |30 |20
4 AROO6AD |13 7 2 10 |5 2 10 |6 2 119 |9 3 45 |25 |13 |53 |28 |18 |55 |33 |22
5 ARO0O7AD |12 6 3 11 |4 0 11 |5 1119 |9 4 41 |21 |11 |46 |25 |17 |51 |30 |21
6 ARO011PD 10 5 3 10 |5 1 12 |6 2 |17 |7 5 39 |19 |10 |48 |27 |16 |52 |30 |20
7 ARO012Al 11 4 0 12 |6 1 9 4 0 119 |9 4 47 |26 |13 |49 |28 |21 |60 |33 |24
8 ARO023Al 12 4 0 11 |5 0 10 |3 0 |18 |7 3 41 |22 |12 |51 |30 |20 |42 |28 |16
9 AR026PD 10 5 0 11 |5 0 10 |3 0 120 |8 4 35 |17 |8 49 130 |19 [50 |30 |19




Citrobacter Penicilina Cefalexina Cloxacilina Oxitetraciclina | Gentamicina Neomicina Estreptomicina
spp. Cédigo

# 30 |10 | 5 |30 | 10 5 10 5 1 30 10 5130|105 | 30 | 10 5 130 | 10 5

AR019PD 45 12918 |48 |28 |19 |48 |20|15|40 |20 (15|61 |28 (17|59 |29 |18 |60 |29 |10

ACHOO01IAD (58 (37|19 |59 |40 (2049 (22|16 |54 |32 |16 |60 (29 |18 |60 |30 |19 |61 |22 |11




Anexo 3 Resultados del andlisis del CBT.
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Anexo 4 Fotografias del proceso de la investigacion.

Fot.1: Testeo de las vacas. Fot. 2: Leche con cambios visibles.

v mhu‘ -\ /
. Lot
\ e -

»

Fot. 3: reaccion del CMT con leche Fot. 4: recoleccion de leche de los

mastitica. tanques de almacenamiento.

Fot. 5: Preparacion de medios de Fot. 6: Preparacion de medios de

cultivos. cultivo.



Fot. 7: Procesamiento de muestras de Fot. 8: Enriquecimineto de las

leche. muestras obtenidas.

Fot. 9: Siembra de muestras Fot. 10: Incubacion de las muestras

enriquecidas sembradas.

Fot. 11: Cultivos replicados en agar Fot. 12: Cultivos replicados en agar
EMB MacConkey



Fot. 13: cultivos replicados en agar Fot. 14: Medios utilizados en los
Sal Manitol Perfiles de identificacion.

Fot. 17: Prueba de Coagulasa Fot: 18: Staphylococcus aureus.



Fot. 19: Tincién de Gram Fot 20: Tincién de bacilos G -

Fot. 21: Tincién de bacillus G + Fot. 22: Dilusién de los antibioticos.

o o ) Fot. 24: Incubacion de la cajas de la
Fot. 23: Actividad antimicrobiana. o o ]
actividad antimicrobiana.



Fot. 25: Resultados obtenidos de la Fot. 26: Actividad antimicrobiana de
actividad antimicrobiana. la CMI

Fot. 28: Visita de los miebros del tribunal de la presente investigacion.



