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RESUMEN

El Staphylococcus aureus es un patdgeno asociado a una de las causas infecciosas
mas comudn de mastitis bovina, este coco Gram positivo posee numerosos factores
de virulencia que provocan la cronicidad de esta patologia. La presente
investigacion tiene como objetivd la determinacion de la efectividad antimicrobiana
de la meticilina, amoxicilina, y ampicilina para la deteccion de cepas de
Staphylococcus aureus meticilino resistentes (SAMR) aisladas de mastitis bovina.
Metodologicamente se establecio realizar la actividad antimicrobiana por medio del
método difusion de discos (Kirby-Bauer) con la utilizacién de amoxicilina y
ampicilina a 2ug y 10ug, ademas siguiendo las recomendaciones del CLSI, (2020)
para el hallazgo de cepas meticilino resistente se utilizé oxacilina a 1ug y cefoxitin
de 30pg, frente a 50 cepas de la bacteria en estudio la cual fue aislada e identificada
en investigaciones previamente realizadas de mastitis bovina. El nivel de
significancia de los tratamientos aplicados mediante el anéalisis de varianza pudo
expresar un efecto altamente significativo (p<0,05), adicionalmente se pudo
observar que la susceptibilidad de esta bacteria a los betalactdmicos se expresé con
una resistencia del 50% y 60% a las concentraciones de 2pug de amoxicilina y
ampicilina respectivamente, mientras que la susceptibilidad del Staphylococcus
aureus a 10ug de amoxicilina y ampicilina se evidencid una resistencia del 60% y
68% respectivamente, con este antecedente se asume que este microorganismo se
encuentra generando mecanismos que le confieren resistencia antimicrobiana, por
esta razdn se realizo el antibiograma mediante Kirby Bauer con la utilizacién de
discos de oxacilina de 1ug y cefoxitin de 30u observandose de tal modo que los
aislados se comportaron como resistentes a estos farmacos en una proporcion del
36% y 32% respectivamente, este criterio interpretativo expresa que
fenotipicamente el 32% (n=16) de los aislados son Staphylococcus aureus
meticilino resistente (SAMR) los cuales presentaron resistencia en todos los

betalactamicos en estudio.

Palabras claves: Stpahylococcus aureus, Mastitis bovina, Betalactdmicos, Kirby-

Bauer.
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SUMMARY

Staphylococcus aureus is a pathogen associated with one of the most common
infectious causes of bovine mastitis, this Gram-positive coccus has numerous
virulence factors that cause the chronicity of this pathology. The objective of this
research was to determine the antimicrobial effectiveness of methicillin,
amoxicillin, and ampicillin for the detection of methicillin-resistant Staphylococcus
aureus (MRSA) strains isolated from bovine mastitis. Methodologically, it was
established to perform the antimicrobial activity by means of the disc diffusion
method (Kirby-Bauer) with the use of amoxicillin and ampicillin at 2ug and 10pg,
also following the recommendations of the CLSI, (2020) for the finding of
methicillin resistant strains, oxacillin at 1ug and cefoxitin at 30jug were used against
50 strains of the bacteria under study, which were isolated and identified in
previously conducted research on bovine mastitis. The level of significance of the
treatments applied through the analysis of variance could express a highly
significant effect (p<0,05), additionally it could be observed that the susceptibility
of this bacterium to beta-lactams was expressed with a resistance of 50% and 60%
at concentrations of 2ug of amoxicillin and ampicillin respectively, while the
susceptibility of Staphylococcus aureus to 10ug of amoxicillin and ampicillin
showed a resistance of 60% and 68% respectively, with this background it is
assumed that this microorganism is generating mechanisms that confer
antimicrobial resistance, For this reason, the Kirby Bauer antibiogram was
performed with the use of 1ug oxacillin and 30 cefoxitin discs, showing that the
isolates behaved as resistant to these drugs in a proportion of 36% and 32%
respectively. This interpretative criterion expresses that phenotypically 32% (n=16)
of the isolates are methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA), which

showed resistance to all beta-lactams under study.

Key words: Stpahylococcus aureus, Bovine mastitis, Betalactams, Kirby-Bauer.
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CAPITULO |
l. INTRODUCCION

Mundialmente las pérdidas econdmicas por mastitis en los sistemas lecheros
representan aproximadamente el 26% de los costos totales, siendo estos originados
por la enfermedad, retéricamente pueden ser directos o indirectos a la patologia de
base, la principal repercusion se evidencia en la baja productividad y deterioro de
la calidad de leche afectando negativamente a las explotaciones lecheras en todo el
mundo (Sanchez et al., 2018).

Existe un amplio abanico de agentes infeccioso de origen biolégico causantes de
mastitis bovina los que pueden ser de caracter contagiosos o nosocomiales y de
transmision de origen ambiental, Staphylococcus aureus es la bacteria
etiol6gicamente mas prevalente tanto en los hatos lecheros de Ecuador como en
otros paises de gran desarrollo. La mastitis causada por S. aureus comienza con un
episodio subclinico o clinico agudo que generalmente evoluciona hacia la
cronicidad y puede persistir a lo largo de toda la vida productiva del animal
(Capurro, 2017).

Staphylococcus aureus es una de las bacterias que mas reconocimiento tiene como
un importante microorganismo patogénico tanto en la medicina animal como
humana. Se sabe que Staphylococcus aureus puede causar una amplia gama de
enfermedades en humanos y animales, desde infecciones cutaneas leves hasta
bacteriemia potencialmente mortal. Mas del 80% de las cepas de S. aureus
producen penicilinasas y, por lo tanto, los antibidticos betalactamicos como la
meticilina, que son resistentes a las penicilinasas se utilizaron ampliamente para

tratar las infecciones por S. aureus (Torres, 2020).

La meticilina se introdujo por primera vez en la medicina en fines de la década de
1950, cuando se usaba para tratar infecciones estafilocdcicas resistentes a la
penicilina. La generacion de resistencia a los antimicrobianos por parte del S.
aureus demostrd que la exposicion repetida a la meticilina result6 en el desarrollo
de mecanismos y alteraciones genéticas que le confieren la resistencia a los

betalactamicos (Paterson et al., 2014).



Dentro de la presente investigacion se desarrollaran los siguientes objetivos;
Evaluar la efectividad antimicrobiana de la meticilina, amoxicilina, y ampicilina
para la deteccion de cepas de Staphylococcus aureus meticilino resistentes (SAMR)
aisladas de mastitis bovina, para el desarrollo de dicho objetivo se discernio;
Reanimar y reidentificar cepas de Staphylococcus aureus a partir de leche de vacas
con mastitis. ldentificar cepas de Staphylococcus aureus mediante pruebas
bioquimicas. Determinar la resistencia y susceptibilidad antimicrobiana de
Staphylococcus aureus a la meticilina, amoxicilina y ampicilina. Establecer la

prevalencia de cepas de Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SAMR).



CAPITULO Il
1. PROBLEMA

Staphylococcus aureus puede causar una amplia gama de enfermedades que van
desde infecciones cutaneas relativamente menores hasta infecciones graves y
potencialmente mortales dentro de los hatos lecheros como endocarditis,
onfaloflebitis en terneras, neumonia, sepsis, abscesos multiorgdnicos y mastitis
clinica severas, adicionalmente su impacto se ve reforzado por el desarrollo de
resistencia a los antibidticos, sobre todo Staphylococcus aureus resistente a la
meticilina (MRSA) que practicamente resiste a todos los antibidticos p-lactamicos
(Vargas et al., 2018).

La  resistencia  antimicrobiana es un  acontecimiento  continuo,
en donde se inicid con la resistencia a la penicilina por parte de S. aureus. Los
animales domésticos pueden actuar como reservorios de Staphylococcus aureus
resistente a un sinnimero de antimicrobianos de distintas familias y clasificaciones
farmacoldgicas. La principal problematica dentro de los hatos lecheros es el
desarrollo epidemioldgico de cepas resistente a la terapia antibidtica, y su impacto
sobre la salud de la glandula mamaria y por ende a la calidad y cantidad de leche
producida, debido a la patogenicidad de la cepa y al uso indiscriminado de
antimicrobianos no especificos para tratar la infeccion (Gentilini et al., 2016).

Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (MRSA) surgié como un problema
grave en diferentes paises del mundo y Latinoamérica, este causd problemas
esporéadicos en hospitales y lugares de interés clinico, MRSA se ha convertido en
un grave problema de infeccion nosocomial en todo el mundo. Las cepas de MRSA
son resistentes a los antibidticos betalactamicos, conferida por el gen plasmidico
mecA. Este gen codifica una proteina de unién a penicilina, es expresada en la pared
celular bacteriana y le confiere baja afinidad por los antibi6ticos b-lactamicos, este
grupo de antibioticos es ineficaz contra las bacterias que expresan este gen.
Ademas, la mayoria de los aislados de MRSA son resistentes a muchas otras clases

de antimicrobianos (Da Silva et al., 2022).



CAPITULO Il
I1l.  MARCO TEORICO
3.1. Anatomia de la glandula mamaria

Se conserva la teoria donde se menciona que la glandula mamaria ha evolucionado
mediante la modificacion de una glandula sudoripara por sus estructuras y
funcionalidad, compartiendo dos peculiaridades en comun: desarrollo por
crecimiento interno del ectodermo; un epitelio de dos capas de células secretoras
internas y células mioepiteliales externas, que al contraerse promueven el flujo de
leche desde los alvéolos periféricos hacia los conductos principales y por ende al
exterior (Cheng et al., 2020).

Asumiendo la nueva funcién de atender el bienestar inmunolégico y la nutricién
del recién nacido, la glandula mamaria se ha convertido en una estructura
compuesta altamente ramificada con una enorme cantidad de alvéolos dilatados.
Este patron permite tanto la sintesis como el almacenamiento de leche a gran escala.
Sin embargo, ninguna funcion es posible hasta que la vaca queda prefiada, cuando
la glandula rudimentaria e inactiva experimenta un crecimiento masivo hasta una
estructura definitiva y solo entonces comienza a sintetizar la secrecion lactea
(Pedroza, 2018).

Embriol6gicamente se asume que el desenvolvimiento mamario primordialmente
estd presente en embriones bovinos de 1.5 cm de longitud como dos lineas cortas
en el ectodermo que van desde el ombligo caudalmente hasta la ingle. Cada linea
tiene un grosor de varios surcos celulares, pero la intensa proliferacion de células
en la capa basal en los puntos focales produce un crecimiento hacia el interior, el
monticulo mamario, la cual pronto se agranda hasta convertirse en una yema
mamaria ovoide revestida por una condensacion de células madre mesenquimales

inductivas o precursoras (Oyola & Urrea, 2021).

Alrededor de la septima semana gestacional tras la implantacion embrionaria los
fetos de unos 9 cm de longitud presentan cuatro brotes germinativos mamarios, dos
en una disposicién latera del plano longitudinal del mismo, estos diferenciaran los
cuartos mamarios futuros de la ubre. En la mayoria de los casos se forman yemas

adicionales los cuales se expresan como pezones supernumerarios. La proliferacion



activa de células madre mesenquimales en torno a de la ampolla germinativa
mamaria proyecta la epidermis en una teta rudimentaria. Paralelamente, la
proliferacion vigorosa de células cerca del extremo interno transforma la yema
mamaria en una columna celular sélida, que se alarga verticalmente hacia el
mesénquima como rudimento del sistema de conductos, el futuro galactéforo Unico.
Mientras tanto, la division entre las células epidérmicas debajo de la yema original
produce un cono epidérmico en la base del conducto primordial (Oyola & Urrea,
2021).

En la etapa de 19 cm, el primordio del conducto de crecimiento es mas largo que el
pezon y esté ligeramente hinchado en el extremo interno. Aqui aparece una cavidad
o lumen y pronto se extiende proximalmente hacia el apice del pezon. Al llegar al
cono epidérmico, la hendidura permanece estrecha como el lumen del futuro canal
del pezon. Més tarde, se abrira en el &pice del pezon y tanto el canal del pezén como
la epidermis superficial estardn revestidos por un epitelio comin, grueso,

estratificado, escamoso y queratinizante (Morales, 2022).

En la etapa de 35 cm, el rudimento del conducto de crecimiento se ha diferenciado

en tres regiones distintas:

e Una cadmara esferoide superior distendida con liquido representa el futuro seno
de la glandula o deposito de leche.

e Una porcion media ligeramente méas larga forma mas seno del pezon delgado.

e Un canal del pezdn estrecho dentro del cono epidérmico, pero aun cerrado desde

el exterior por un tapén de queratina.

La ubre de la vaca consta de cuatro cuartos, cada uno de los cuales es una glandula
individual drenada por un pezén. Las cuatro glandulas secretoras estan
estructuralmente separadas y funcionan de manera independiente, sin flujo de leche
entre ellas. Recibiendo un gran flujo de sangre y cargada de leche almacenada, la
ubre lactante suele pesar entre 50 y 60 kg. El soporte para este enorme peso lo
proporcionan los densos ligamentos suspensorios fibrosos que se insertan en la
pelvis y los tendones de la pared abdominal. Los ligamentos se extienden lateral y

ventralmente sobre la ubre, luego se cubren hacia adentro para unirse a los



ligamentos medianos emparejados. Estos forman una doble particion vertical que
separa los casquillos de la izquierda de los de la derecha. Los tabiques de tejido
conjuntivo interlobulillar se extienden entre los ligamentos lateral y medial y
sostienen los pesados Iébulos del parénquima. Como los ligamentos mediales
contienen relativamente méas elastina que los ligamentos laterales
predominantemente colagenos, la ubre completa cae en la linea media y los pezones

se abren hacia afuera (Santana et al., 2021).
3.1.1. Aporte sanguineo

Durante la produccion de 20 kg de leche al dia circulan 9000 kg de sangre por la
ubre de la vaca. La mayor parte de este rico suministro llega a través del canal
inguinal en las arterias pudendo externas derivadas de los troncos iliacos externos.
La ubre también recibe una irrigacion subsidiaria, cranealmente a través de la arteria
abdominal subcutanea y caudalmente a través de la arteria perineal. Numerosas
venas pequefias que salen del parénquima se anastomosan y convergen alrededor
de la base de la ubre en un vaso circular que es drenado por tres troncos: la gran
vena subcutanea abdominal, que pasa cranealmente y penetra en la pared abdominal
cerca del cartilago xifoides; la vena pudendo-externa, que sale por el canal inguinal,
y la vena perineal (Torres, 2020).

3.1.2. Inervacion

La inervacion principal proviene de las ramas del tercer y cuarto nervios lumbares,
que atraviesan el canal inguinal. Las contribuciones del primer y segundo nervios
lumbares inervan las regiones craneales y perineales las caudales, respectivamente.
Se trata principalmente de nervios sensoriales, pero transportan desde el plexo
mesentérico caudal fibras simpaticas, que modulan el flujo sanguineo por accion
directa sobre las arteriolas. Mientras que la piel y, en particular, los pezones reciben
una abundante inervacion sensorial, los nervios son mas escasos en el parénquima
glandular y principalmente, si no del todo, vasomotores: los alvéolos secretores

carecen de inervacion (Saldivia, 2019).
3.1.3. Histologia

Histologicamente clasificada, la ubre lactante es una glandula exocrina compuesta

grande, lobulada, con alvéolos dilatados que almacenan leche. Cada alvéolo es un



saco Unico o bifido, ligeramente mas largo que ancho y distendido hasta un
didmetro interno de 120-150 mm por la leche (Garcia et al., 2019).

El epitelio de revestimiento tiene dos capas. Las células secretoras o alveolares
internas varian desde un cuboides alto (8 mm) en la glandula parcialmente vacia
hasta un escamoso estirado (3 mm) en estado de distension total. La sintesis y
liberacion de los componentes de la leche (liquido, caseina, lactosa y lipidos) es
continua, hasta que se detiene temporalmente por retroalimentacion negativa. Hacia
el término y durante la lactancia, los alvéolos grandes tienen un abundante
suministro de capilares y estdn muy juntos en lébulos poliédricos de unos 2 mm de
didmetro (Garcia et al., 2019).

3.1.4. Pezbn

Es la parte apendicular de la glandula mamaria, basicamente e histologicamente es
una hendidura estrellada, con el revestimiento de epitelio escamoso estratificado,
queratinizante y grueso, formado en varios pliegues longitudinales que casi se unen
en el centro hendidura estrellada, con el revestimiento de epitelio escamoso
estratificado, queratinizante y grueso, formado en varios pliegues longitudinales
que casi se unen en el centro La teta tiene una construccion robusta y esta bien
adaptada para tolerar las tensiones de cizallamiento generadas por un ternero
lactante 0 una maquina de ordefio (Oyola & Urrea, 2021).

la epidermis del pezdn destaca por tres caracteristicas.

e Con un grosor de aproximadamente 1 mm, es comparable con la epidermis del
hocico y unas 12 veces més profunda que la epidermis de la piel del cabello (75
mm en secciones, que conservan las 30 capas de escamas corneas de solo 1 mm

de grosor).

e El estrato corneo protector es una capa compacta, de 100 mm de profundidad y

que comprende tantas capas superpuestas de escamas corneas muertas.
e La parte inferior esta profundamente papilada.
3.2.  Fisiologia de la glandula mamaria

La secrecion de leche por glandulas mamarias especializadas en la hembra para la

alimentacion del recién nacido es la caracteristica esencial que distingue a los



mamiferos de otros animales. Esta caracteristica se resume en la vaca lechera que,
como resultado de wuna seleccion intensiva, tiene una produccion
desproporcionadamente alta de energia en la leche en relacion con el tamafio
corporal. Las continuas mejoras en la produccion de leche y la eficiencia alimenticia
son el resultado del refinamiento de la composicién genética del ganado y de las
mejoras en las précticas de manejo y nutricion. Este enfoque del esfuerzo en
aumentar la produccién de leche ha provocado el comentario jocoso de que la vaca
lechera moderna tal vez deberia ser considerada como un apéndice de la ubre y no
al revés. De hecho, el reajuste de los procesos fisioldgicos que se produce para
satisfacer las demandas metabdlicas adicionales de la lactancia implica no solo la
diferenciacion y activacion del tejido mamario, sino que se extiende a cambios en
todo el cuerpo. No es el menor de ellos la regulacién hormonal de la utilizacién de
nutrientes y la division entre la glandula mamaria y otros érganos (Finot et al.,
2021).

3.2.1. Mamogénesis

La mamogénesis puede definirse como el crecimiento y diferenciacion de la
glandula mamaria hasta la etapa anterior a la secrecion activa. Dado que la
produccion de leche depende en ultima instancia del nimero de células secretoras
y de su actividad, los factores que influyen en las primeras durante la mamogénesis
pueden tener implicaciones duraderas para la produccion de leche posterior
(Gugjoo et al., 2022).

Desde el nacimiento hasta la pubertad, el crecimiento mamario es isométrico, es
decir, en equilibrio con la tasa de crecimiento de todo el cuerpo, pero justo antes
del inicio de la actividad ovérica, el crecimiento mamario se vuelve alométrico (es

decir, supera el de la superficie (Gross, 2022).

Solo durante el primer embarazo se produce una marcada ramificacion del sistema
de conductos y un desarrollo lobulillo alveolar, con un parénquima en expansion
que desplaza el tejido adiposo dentro de la almohadilla de grasa mamaria. La
proliferacion I6bulo-alveolar se acelera a medida que avanza el embarazo y la
division de las células secretoras contintia al menos hasta el inicio de la lactancia.

El desarrollo mamario equilibrado muestra una dependencia crucial de la



estimulacion hormonal. Las hormonas implicadas principalmente incluyen
esteroides (estrogenos, progesterona y corticoides suprarrenales) y hormonas
proteicas (prolactina, somatotropina y lactdgeno placentario). Posiblemente
también estén implicadas las hormonas tiroideas. Muchas de estas hormonas
interactdan sinérgicamente para promover las diferentes etapas de la mamogeénesis.
Los estrdgenos y la somatotropina son responsables del desarrollo ductal, mientras
que la progesterona y la prolactina parecen regular la proliferacion l6bulo-alveolar.
La presencia adicional de corticoides suprarrenales maximiza este crecimiento. En
algunas especies, el lactégeno placentario también puede estimular la formacion
alveolar, pero en la vaca entra relativamente poco a la circulacion materna (Pedroza,
2018).

El desarrollo mamario se invierte parcialmente durante el avance de la lactancia
cuando ocurre la involucién gradual. Estos efectos se vuelven mas pronunciados
durante el periodo seco. Un periodo de no lactancia entre lactancias sucesivas es un
requisito previo esencial para la produccion maxima de leche. La produccion de
leche en la préxima lactancia definitivamente se ve afectada si las vacas estan secas
por menos de seis semanas. Por otro lado, se puede obtener poca o ninguna ventaja
en términos de un aumento en el rendimiento de la lactancia posterior al extender

el periodo seco a méas de ocho semanas (Kaskous, 2021).
3.2.2. Lactogénesis

El inicio de la secrecion de leche (lactogénesis) en todos los mamiferos esta
estrechamente coordinado con el parto. La particion en si misma implica una
interaccion compleja de controles endocrinos. Hay dos conceptos generales sobre
lo que constituye el principal desencadenante lactogénico, el estimulo positivo de
las hormonas promotoras de la lactancia y la liberacion de los efectos inhibidores
de la progesterona. Un pico en los niveles de prolactina en sangre coincide con el
parto, pero no es esencial para el parto. La supresion de la liberacion de prolactina
en las vacas inhibe las etapas finales de la diferenciacion de las células secretoras y
reduce la produccién de leche. Por tanto, la elevacion de la prolactina (junto con
cantidades adecuadas de corticoides suprarrenales) y el efecto permisivo de la

abstinencia de progesterona parecen proporcionar el principal estimulo lactogénico



en la vaca. Una caracteristica adicional puede ser la eliminacion a corto plazo de un
factor inhibidor producido localmente, posiblemente prostaglandina F2a (Haga et
al., 2021).

La lactogénesis requiere el suministro y la absorcidn preferenciales de nutrientes
por el tejido mamario. La disponibilidad de nutrientes se ve reforzada por la
desconexion del suministro fetal en el parto y se hacen evidentes los aumentos en
el flujo sanguineo mamario y la absorcién local selectiva de nutrientes (Cohick,
2022).

La lactosa (azUcar de la leche) es un disacarido compuesto por una molécula de
glucosa y una de galactosa. En la leche de bovinos, su concentracion, de
aproximadamente el 4,8 por ciento, es la mas constante de todos los componentes
debido en gran parte a su influencia en el mantenimiento de la osmolalidad de la
leche. La glucosa en sangre es el principal precursor de la lactosa, pero también se
pueden formar pequefias cantidades a partir de aminoécidos, glicerol y acetato. El
paso final catalizado por enzimas en la sintesis de lactosa a partir de glucosa implica
una enzima, llamada lactosa sintetasa, que es exclusiva del tejido mamario. Este se
compone de dos componentes proteicos y la disponibilidad del segundo
componente, la alfa-lactoalbimina (una proteina de la leche), determina la tasa de
sintesis de lactosa, que se produce en las membranas del aparto de Golgi de las
células secretoras (Capuco & Choudhary, 2019).

La sintesis de proteinas de la leche implica el ensamblaje de diferentes aminoacidos
en un orden especifico a lo largo de una cadena. Tiene lugar en los ribosomas del
reticulo endoplasmico rugoso de las células secretoras, y las proteinas destinadas a
la secrecion se liberan en la luz del reticulo endoplasmico. La absorcién total de
aminoéacido por el tejido mamario explica por completo la produccion de nitrégeno
en la proteina de la leche. Sin embargo, las proporciones de diferentes aminoacidos
absorbidos por las glandulas varian con su aparicién de proteina en la leche, lo que
indica que algunas se metabolizan mientras que otras son sintetizadas por el tejido
mamario. La mayoria de las proteinas de la leche se sintetizan localmente y son
exclusivas de la leche (por ejemplo, caseinas). Sin embargo, ciertas proteinas

sanguineas y proteinas similares sintetizadas por las células plasméticas adyacentes
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al epitelio secretor también se transfieren a las secreciones lacteas, en grandes

cantidades en el calostro (Xu et al., 2021).

El contenido de grasa de la leche de bovino varia mucho entre y dentro de las razas
y esta influenciado por la dieta y factores ambientales. La mayor parte de la grasa
de la leche se encuentra en forma de triglicéridos, que se ensamblan en o cerca del
reticulo endoplasmico de las células secretoras utilizando acidos grasos y glicerol
sintetizados en el citosol. Aproximadamente la mitad de los acidos grasos de la
leche se derivan directamente de la sangre, principalmente los de méas de 14

carbonos de longitud (Pedroza, 2018).

La sintesis de &cidos grasos, procede de la utilizacion de acidos grasos volatiles que
surgen de la fermentacion del rumen, siendo la sintesis de &cidos grasos a partir de
glucosa insignificante en los rumiantes. El acetato y el beta-hidroxibutirato son
precursores importantes y contribuyen principalmente a la sintesis de acidos grasos
de cadena mas corta. El glicerol necesario para los triglicéridos de la leche se deriva
en parte de la hidrdlisis de los lipidos sanguineos y en parte de la sintesis a partir
de la glucosa. La esterificacién de acidos grasos con glicerol va seguida de la
agregacion de triglicéridos para formar las caracteristicas gotitas de grasa de las
celulas secretoras. Los mecanismos de liberacion celular de la secrecion difieren
para los diversos componentes de la leche. En lugar de combinarse en un gran
granulo exocrino tipico de las células zimdgenas y serosas, la proteina de la leche
permanece separada como multiples granulos pequefios. Estos son visibles solo
ultra estructuralmente y presentan una gran superficie, lo que facilita una rapida
digestion (Garcia et al., 2019).

La proteina no inmunitaria, como la caseina, se entrega desde el reticulo
endoplasmico rugoso al complejo de Golgi, donde a través de la accion de la lactosa
sintetasa, se agrega lactosa. Esto hace que las vesiculas que salen del aparato de
Golgi se hinchen osmdticamente. A medida que ascienden a través del citoplasma
supranuclear, las vesiculas se agrupan estrechamente alrededor de los lados de las
gotitas de lipidos, que se encuentran libres en el citoplasma y pueden tener hasta 5
pm de didmetro. Posteriormente, las membranas de las vesiculas mas superficiales

se fusionan con la membrana plasmatica apical y su contenido de proteinas, lactosa,
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calcio y liquido se vacia en la luz alveolar mediante exocitosis convencional. A
medida que las vesiculas se descargan sucesivamente, sus paredes internas
permanecen sobre la superficie del lipido que sobresale como la membrana de la
gota de grasa de la leche. En ultima instancia, socavada por la fusion de las
membranas entre las vesiculas inferiores, la gota de grasa de la leche se libera en el
lumen sin dafiar la célula y de una manera que recuerda al desprendimiento de un

eritroblasto de un nucleo picnotico de tamafio comparable (Garcia et al., 2019).
3.2.3. Generalidades defensivas de la glandula mamaria

La inmunidad de la glandula mamaria se puede dividir en dos sistemas. En primer
lugar, un sistema no especifico que ofrece una primera linea de defensa cuando un
patdgeno invade y, con frecuencia, es capaz de resistir la invasion de varios agentes
potencialmente infecciosos. En segundo lugar, si falla el sistema inespecifico, los
tejidos de la glandula mamaria pueden adaptarse y producir una defensa especifica
contra cada agente infeccioso. Con frecuencia este sistema, una vez desarrollado,
recuerda al patégeno invasor, que puede ser resistido por el sistema de defensa

especifico en una ocasion posterior (Gémez et al., 2020).
3.2.3.1. Inmunidad de la ubre

La glandula mamaria tiene una variedad de mecanismos de defensa, de los cuales
la fagocitosis de organismos invasores por leucocitos polimorfonucleares es

probablemente el mas importante (Garcia et al., 2019).

La mayoria de las infecciones de la glandula mamaria de la vaca lechera ingresan a
través del canal del pezon, por lo que el pezén proporciona una barrera muy
importante contra la infeccion, particularmente porque su superficie exterior esta

frecuentemente expuesta a un ambiente sumamente contaminado (Donoso, 2018).

Se podria esperar que las diferencias en la permeabilidad del conducto del pezdn se
correlacionen positivamente con la facilidad de ordefio, pero la relacion entre las
caracteristicas del ordefio y la incidencia de infeccion intramamaria no se acepta
universalmente. Los conductos de los pezones con una permeabilidad temporal, de
modo gue se mantenga una columna de leche durante algin tiempo después del
ordefio, pueden ofrecer un medio de entrada para los microorganismos y una forma

de transportarlos hacia arriba a través del conducto (Shokouhi, 2021).
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La queratina del canal del pezén es un material ceroso blanco derivado de las
celulas superficiales del epitelio escamoso estratificado y que forma una red en la
luz del canal, atrapando asi las bacterias invasoras e interrumpiendo la columna de
leche (Pedroza, 2018).

3.3. Mastitis

La mastitis es la enfermedad infecciosa més prevalente del ganado lechero adulto.
Varias especies de bacterias, hongos, micoplasmas y algas se han aislado de la
enfermedad, o se ha demostrado que la reproducen experimentalmente (Filor et al.,
2022).

La inflamacidn, caracteristica de la mastitis, puede ser indetectable sin el uso de
pruebas de diagndstico aplicadas a la leche o secrecion. Esto se denomina mastitis
subclinica. La mastitis subclinica da como resultado un aumento recuentos de
celulas sométicas en animales afectados. Es esencial mantener un recuento de
células bajo para cumplir con los requisitos legales de calidad de la leche, US exige
que toda la leche esté por debajo de las 400 000 células / ml y garantizar que no se
imponga ninguna penalizacién al precio de la leche. En el Reino Unido, se penaliza

a muchos agricultores con recuentos de células superiores a 150000 / ml.

La etapa subclinica puede prolongarse o0 avanzar rapidamente a mastitis clinica en
la que estan presentes signos externos de enfermedad como hinchazon y dureza de
las glandulas afectadas o coagulos o decoloracion de la secrecion. Sin embargo, la
cuarta parte infectada sub clinicamente tiene una produccioén lactea reducida, una
composicion de la leche alterada y excreta el organismo infectante. La mastitis
subclinica es un elemento importante en la pérdida econémica mundial asociada

con la mastitis, que supera los 1/2 mil millones al afio (Torres, 2020).
3.3.1. Etiologia de la mastitis

Primordialmente debemos saber que la mastitis es una consecuencia de la infeccion
intramamaria y los factores de virulencia de uno o0 méas microorganismos de muchos
géneros diferentes que encuentran en ella un sustrato nutritivo que favorece su

crecimiento y multiplicacion (Aguilar & Alvarez, 2019).
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Tabla 1. Especies de microorganismos bacterianos frecuentemente aislados de
mastitis bovina clinica

Bacterias: | phylococcus aureus Streptococcus agalactiae Streptococcus
dysgalactiae Streptococcus uberis Arcanobacterium (Actinomyces;
Corynebacterium) pyogenes Bacillus cereus Mycoplasma bovis
Mycoplasma californicum Mycoplasma canadense Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae Enterobacter sp. Proteus sp. Pseudomonas

aeruginosa Citrobacter sp.

Fuente: (Suares et al., 2019).

Tabla 2. Especies de microorganismos variados aislados de mastitis bovina.

Algas: Prototheca softy

Hongos: | Aspergillus sp.

Fuente: (Suares et al., 2019).

3.3.2. Dinamica de la infeccién

Las glandulas mamarias pueden clasificarse en una de tres categorias: no infectadas,
subclinicamente infectadas o clinicamente infectadas. Las proporciones relativas de
animales en estas categorias varian entre rebafios. El tipo de patégeno también
influye en la dindmica (Aguilar & Alvarez, 2019).

Las infecciones por coliformes tienden a volverse clinicas rapidamente, mientras
que las infecciones por Staphylococcus aureus a menudo persisten como
infecciones subclinicas durante semanas 0 meses. La mastitis clinica generalmente
se tratara con terapia con antibidticos y las tasas de curacion clinica son variables y
dependeran del patégeno. Las tasas de curacion bacterioldgica varian desde el 90
por ciento para la mayoria de las infecciones por coliformes hasta el 25 por ciento
con Staphylococcus aureus en vacas mas viejas (Pedroza, 2018).

Las tasas de eliminacion espontanea son bajas para las infecciones estafilococicas
(<20%), altas para Escherichia coli (> 70%) e intermedias para las infecciones

estreptocdcicas (Roodenburg et al., 2021).
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3.3.3. Patogenicidad

En términos generales, los microorganismos que causan la mastitis bovina pueden
clasificarse parcialmente en dos grupos: contagiosos y ambientales (medio
ambiente) (Garcia et al., 2019).

3.3.3.1. Mastitis contagiosa

La ubre y los pezones son el reservorio de la infeccion. La transmision ocurre
durante el proceso de ordefio o preparacion de la ubre por manos, pafios de ubre y
pezoneras contaminados. La infeccion se establece en la superficie del pezon 'y el
canal del pezon. Entonces, las bacterias pueden penetrar en la glandula mamaria.
La mayoria de las infecciones son subclinicas y provocan un aumento del recuento
de células. Las medidas de control incluyen la desinfeccidn de los pezones después

del ordefio, la terapia de vacas secas y el sacrificio (Gussmann et al., 2019).

Las bacterias contagiosas incluyen Staphylococcus aureus, Staphs coagulasa
negativos, Streptococcus agalactiae y Strep. dysgalactiae. Si el recuento de células
somaticas de la manada es superior a 200 000 / ml, esto indica que existe un
problema de mastitis contagiosa. La aplicacion cuidadosa de medidas de control
basadas en la desinfeccion de los pezones y la terapia con antibidticos para vacas
secas erradicard el estreptococo. agalactiae durante uno o dos afios, siempre que no
se introduzcan animales infectados en el rebafio. Strep. agalactiae también se puede
eliminar mediante el uso de un tratamiento intramamario "blitz" durante la lactancia
y estas bacterias son muy sensibles a cualquiera de los antibidticos de penicilina.
Niveles de Staph. aureus y Strep. dysgalactiae también caera a niveles bajos. En
algunos rebafios, las bajas tasas de eliminacion de la infeccion estafilocdcica por
terapia requeriran el sacrificio intensivo de animales infectados cronicamente para

lograr un progreso rapido (Garcia et al., 2019).
3.3.3.2. Mastitis ambiental

El medio ambiente es un reservorio de infecciones. Las infecciones se transmiten a
los pezones entre ordefios o durante la preparacion de las ubres. Los organismos
son forzados a subir a través del canal del pezon durante el proceso de ordefio o
después del ordefio si se permite que las vacas se acuesten inmediatamente despues
del ordefio (Jamali et al., 2018).
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La mayoria de las infecciones provocan mastitis clinica. Las infecciones subclinicas
son menos comunes con E. coli, pero ocurren con frecuencia con Streptococcus
uberis. La mastitis ambiental se controla proporcionando un ambiente limpio,
alojamiento adecuado para las vacas, ordefio a través de una maquina que funcione
correctamente, una buena preparacion de las ubres y desinfeccion de los pezones
antes del ordefio. Los organismos ambientales incluyen E. coli, Streptococcus
uberis (ropa de cama de paja), Klebsiella spp. (aserrin y virutas) y Bacillus spp.
Aunque existe la posibilidad de una transferencia entre cuartos en el momento del

ordefio, no parece ser el mecanismo de infeccion predominante (Masse et al., 2020).

La desinfeccién de los pezones después del ordefio no previene la infeccién. La
terapia con antibioticos tiene algunos beneficios especiales sobre la prevencion de
la mastitis coliforme, pero reduce la tasa de nuevas infecciones por estreptococos

durante el periodo seco. uberis (Torres, 2020).

La mastitis ambiental se controla mediante una buena gestién ambiental, una buena
rutina de ordefio, una maquina de ordefio eficiente, la vacunacion contra la mastitis
coliforme y la desinfeccion de los pezones antes del ordefio (Aguilar & Alvarez,
2019).

3.3.4. Diagnostico de mastitis clinica

Se pueden aplicar diversas pruebas a la leche para detectar mastitis. La deteccion
de mastitis clinica depende del examen de la glandula mamaria y su secrecion. La
glandula afectada puede mostrar hinchazon, calor, dolor y / o dureza. La secrecion
puede estar coagulada, serosa o, en ocasiones, manchada de sangre (Suarez et al.,
2019).

En casos agudos, también pueden presentarse signos sistémicos de enfermedad,
como pirexia, anorexia y ocasionalmente recumbencia en infecciones por E. coli y

Staph aureus. Toxicos (Iraguha et al., 2017).

La enfermedad clinica se observa con mayor frecuencia en animales lactantes,
particularmente al principio de la lactancia, pero también puede desarrollarse en la
glandula no lactante. Debido a que el animal seco rara vez se examina de cerca,
algunos de estos casos permanecen sin ser detectados hasta el parto. La "mastitis de

verano” es una enfermedad aguda de la glandula mamaria no lactante y puede
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afectar a vacas, vaquillas o terneros jovenes. De manera caracteristica, es causada
por una infeccion mixta con Arcanobacterium pyogenes y bacterias anaerobias,

comunmente Peptococcus indolicus (Guan et al., 2020).

Es importante (y en muchos paises legal) que las vacas lecheras sean examinadas
antes de cada ordefio para detectar signos de mastitis clinica. Esto permite que se
descarte la leche anormal y que el animal afectado reciba la terapia lo mas
rapidamente posible, reduciendo asi el dafo tisular y dando mayores tasas de
curacion, y minimizando los riesgos de transferencia de infecciones (Garcia et al.,
2019).

Una alternativa es el examen de la primera leche en busca de anomalias fisicas
cualitativas durante la preparacion para el ordefio. Estas pruebas generalmente
miden el recuento de células somaticas o detectan la presencia de organismos
infecciosos. Estos cambios son tanto citoldgicos como bioquimicos (Martins et al.,
2019).

La mayoria de las pruebas diagndsticas se realizan en laboratorio, aunque la prueba
de mastitis de California (CMT) y las medidas de conductividad eléctrica se pueden
utilizar en el lado de la vaca. Las pruebas pueden clasificarse en tres categorias y
aplicarse solas o en combinacion (Naqgvi et al., 2022).

3.34.1. Conteo de células somaticas

La mayoria de las células somaticas que se encuentran en la leche son glébulos
blancos, y el resto son principalmente células epiteliales eliminadas por el tejido
secretor de la ubre. Los glébulos blancos se encuentran en todo el cuerpo y su
funcién principal es proteger contra las enfermedades. Cuando se acumulan grandes
cantidades, son visibles como pus. La medicién del nimero de células somaticas en

la leche se conoce como recuento de células somaticas (Valle, 2021).

Los recuentos de células somaticas se pueden realizar tanto en la leche a granel del
rebaifio como en la leche de vaca individual. Leche a granel de rebafio Se ha
demostrado que el conteo mensual de células proporciona una estimacion justa del
estado de mastitis subclinica de un rebafio; ademas0O, la media anual puede

actualizarse de forma continua (Antanaitis et al., 2021).
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Un rebafio de vacas con cuartos fisiologicamente normales podria esperar un
recuento de células de leche a granel (BMCC) de <200000 mil células/ml. Existen
rebafios con recuentos de células por debajo de esta cifra. Un recuento de 200000
células/ml se considera un limite superior realista para rebafios con mastitis bajo
control (Carvalho et al., 2021).

3.4.  Higiene del ordefio

La leche secretada por las vacas infectadas contiene un numero variable de
microorganismos patogenos. El ordefio del hato brinda oportunidades para la
transmision de estas bacterias entre los cuartos de las ubres y las vacas a través de
la propia maquina de ordefio, las manos o los pafios del ordefiador.

Se pueden emplear varias técnicas en el momento del ordefio para reducir la

transmision, entre ellas (Aguilar & Alvarez, 2019).

e Usar agua desinfectada para lavar los pezones.

e Emplear toallas de papel o pafios individuales para secado de pezones.

e Usar guantes de goma limpios.

e Aplicar un desinfectante adecuado a la superficie del pezon después del ordefio.
e Desinfeccion o tratamiento térmico del racimo entre vacas lecheras.

e Desinfeccidn de pezones antes del ordefio.

Ademas, se puede usar la separacion de los animales infectados del rebafio sano,
aungue no es practico en la mayoria de los rebafios y requiere el uso de recuentos
de células de vaca individuales o una prueba similar. EI uso de medidas como las
descritas anteriormente puede reducir las tasas de infeccion en aproximadamente
un 50 por ciento, siendo los efectos mayores contra Staph. aureus, estreptococo.
agalactiae y Strep. Dysgalactiae. Las medidas son menos efectivas contra
coliformes y Strep. uberis debido a su distribucion mas amplia en el medio
ambiente (Torres L., 2020).

De las diversas medidas para prevenir nuevas infecciones intramamarias entre las
vacas lecheras, la desinfeccion de los pezones después del ordefio es la mas valiosa.

Se utilizan varios desinfectantes, mas comunmente yodéforos, clorhexidina e
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hipoclorito. A menudo se agregan emolientes para promover el buen estado de la

piel y la curacion rapida de las lesiones.

Estos desinfectantes destruiran rapidamente las bacterias que alcanzan la superficie
del pezon durante el ordefio y evitaran la colonizacion del conducto del pezony la
infeccion de las lesiones del pezon. La velocidad de eliminacion del desinfectante
de pezones después del ordefio no es importante siempre que sea eficaz. Esto es
contrario a la accion de los desinfectantes previos al ordefio que deben tener una
rapida velocidad de destruccion. Esta accidn rédpida es necesaria para evitar

ralentizar el procedimiento de ordefio (Robles et al., 2021).

Se debe enfatizar la importancia de la higiene previa al ordefio en la produccion de
leche de alta calidad bacterioldgica. Los datos muestran que el lavado efectivo del
pezdn seguido del secado reduce significativamente el contenido bacteriano de la
leche a granel. Lavar sin secar dara como resultado que las bacterias se pongan en
suspension. Esta solucion se aspirara con la leche (Shokouhi, 2021).

3.5.  Staphylococcus aureus

Este organismo es la causa predominante de mastitis subclinica, indudablemente
también se aisla de la enfermedad clinica. Las fuentes importantes de infeccion son
las ubres infectadas, los conductos de los pezones o las lesiones en los pezones.
Existen fuentes extramamarias, en particular la vagina y las amigdalas, pero no

parecen importantes en la patogenia de infeccion (Kim et al., 2010).

Se ha demostrado que es posible erradicar al Staphylococcus. aureus de casos
individuales mediante la aplicacion de medidas higiénicas en el momento del
ordefio y descarte de vacas crénicas. La principal limitacion para un control méas
efectivo de Staphylococcus aureus sigue siendo su mala respuesta a la terapia con
antibidticos (Lee et al., 2018).

Las tasas de curacion son més altas en animales de primera y segunda lactancia. En
vacas mayores o que tienen mas de 3 0 4 partos en su vida productiva, las tasas de
curacion durante la lactancia pueden ser tan bajas como el 25% después de la terapia
con antibiéticos intramamarios. Incluso después del uso de la terapia de vacas secas,

son comunes las tasas de curacion del 33% (Guzman, et al., 2021).
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Hay una variedad de razones para esto, de las cuales la resistencia a los antibidticos
juega solo un papel menor, experimentalmente la demostracion in vitro de la
sensibilidad de Staphylococcus aureus a un antibiotico no es garantia de éexito

terapéutico (Guzman et al., 2021).

La capacidad de las bacterias para sobrevivir dentro de células inmunitarias o
polimorfonucleocitos, tales como macréfagos y células epiteliales, le confiere
proteccién ante la accion de los antibioticos, es punto de partida para creer que
puede contribuir significativamente a su resistencia a la terapia. Ademas, los
cambios patoldgicos, en particular granulomas y fibrosis, inducidos en Staph.
aureus hace que las vacas cronicamente infectadas sean esencialmente incurables
(Jiménez et al., 2020).

Maés comunmente Staphylococcus. aureus la infeccion de la ubre es crénica, siendo
la mastitis aguda menos comudn que con otras bacterias. Sin embargo, S. aureus
pueden surgir infecciones gangrenosas agudas en las que se produce un crecimiento
descontrolado del microorganismo que produce grandes cantidades de una toxina.
Tales infecciones probablemente no se deban a cepas de mayor virulencia, sino mas
bien a la incapacidad del huésped para montar una defensa eficaz (Ritika et al.,
2018).

3.5.1. Aislamiento

El medio habitual para la inoculacién de muestras presumibles de Staphylococcus
aureus es agar sangre al cual se le ha afiade el 5% (sangre de ovino). Para la mayoria
de las especies de estafilococos, las placas inoculadas se incuban aer6bicamente a
37 °C durante 24 a 48 horas, aungue es una bacteria de caracter aerébico facultativo,

es decir puede vivir en ambientes cuya atmosfera carece de Oa.

Las muestras de fuentes contaminadas también se pueden sembrar en un medio
selectivo, que inhibira el crecimiento de microorganismos gramnegativos, pero
permitird el crecimiento de estafilococos y algunos otros cocos Grampositivos,

como el agar sal manitol (Peton & Loir, 2014).
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3.5.2. Identificacion

Las colonias suelen aparecer en un periodo de 24 a 48 horas de incubacion. Son
redondos, lisos y brillantes, y en agar sangre tienden a aparecer sustanciales y
opacos (blancos) en comparacion con las colonias méas pequefias y translucidas de

otras especies bacterianas. (Thomas et al., 2021).
3.5.2.1. Coloracion

Las cepas de Staphylococcus aureus de animales casi Siempre no estan
pigmentadas, generalmente son de color blanco, mientras que los aislamientos
humanos suelen estar pigmentados, y van del amarillo crema al naranja. Algunos
de coagulasa negativos los estafilococos producen pigmento, especialmente las
cepas de S. chromogenes cuyas colonias son de color amarillo anaranjado. Se dice
que el aumento de la pigmentacion en los estafilococos es inducido por la adicion

de leche, grasa o0 monoacetato de glicerol al medio (Aguilar & Alvarez, 2019).
3.5.2.2. Hemolisis

Los Staphylococcus aureus pueden presentar hemolisinas; alfa, beta, delta y
gamma, estas pueden encontrarse en los aislados solas, combinadas 0 no pueden
encontrarse presentes. Las hemolisinas difieren antigénica y bioquimicamente por
su efecto sobre los glébulos rojos de varias especies animales (Middleton et al.,
2017).

El agar sangre preparado con eritrocitos de ovinos o bovinos es el medio predilecto
para el de diagnostico veterinario, ya que los glébulos rojos de estas dos especies
animales son susceptibles a las hemolisinas alfa y beta que cominmente producen

los estafilococos aislados de animales (Thomas et al., 2021).
3.5.2.3. Apariencia microscépica

La tincion para poder revelar una imagen microscopica es de mucha ayuda, en
donde generalmente suele observarse formas de cocos, de una coloracion purpura

azulada, agrupadas en forma de racimos de uvas (Suares et al., 2019).
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3.5.2.4. Prueba de coagulasa

El plasma de conejo contiene fibrindgeno que se convierte en fibrina por las
enzimas coagulasas estafilococicas. La prueba de coagulasa generalmente se
correlaciona bien con la patogenicidad de la bacteria, como reactivo se utiliza
plasma de conejo liofilizado comercial fresco o reconstituido (Middleton et al.,
2017).

3.6. Antibioticos betalactamicos

Los antimicrobianos son una sustancia quimica que matan o que tiene el efecto de
impedir el crecimiento de ciertas clases de microorganismos que son afectados por
dicho farmaco, por lo cual permite un tratamiento etiol6gico por excelencia en
aquellos casos de infecciones. Como es el caso de los antimicrobianos
betalactamicos que son aquellos que tiene el anillo betalactdmico que forma parte
de la estructura, que se define quimicamente a esta familia de antibi6ticos y que
determina el mecanismo de accion que es la inhibicién de la sintesis de la pared
celular, en esta familia de los antibiéticos el principal mecanismo de resistencia es
la produccidn de betalactamasas por parte de los microorganismos causantes de una

infeccion clinica (Duse et al., 2021).
3.6.1. Farmacocinética y Farmacodinamia

Las propiedades de los betalactamicos tras su administracion intravenosa alcanzan
con rapidez concentraciones plasmaticas elevadas teniendo una semivida de
eliminacién renal muy baja por que se deben administrar varias veces al dia. Los
betalactdmicos son bactericidas parciales ya que s6lo actuan en fase de crecimiento
celular y su eficacia es tiempo dependiente ya que ocurre en dependencia de la
concentracion minima inhibitoria provocando la liberacion de endotoxinas debido
a su rapida capacidad bactericida y con consecuencia provoca una mayor reaccion
de respuesta de inflamacién. El metabolismo de la mayoria de los betalactamicos
es casi nulo manteniéndose activa hasta su eliminacion que es via ranal mediante
filtrado glomerular y secrecion tubular, por lo cual en pacientes con afecciones renal
se ajustan las dosis para prevenir efectos de nefrotoxicidad, pero ya algunos
preparados o principios activos tiene la excrecion por via biliar (Rosales & Granja,
2017).
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3.6.2. Espectro Antibacteriano

El espectro de los antibioticos betalactamicos incluye bacterias grampositivas y
gramnegativas y algunas espiroquetas, no tiene efectividad con el micoplasmas ya
que este carece de pared celular, tampoco tiene actividad con bacterias
intracelulares como las clamidias o la rickettsias ya que tiene escasa capacidad de
penetracion dentro de las células, algunas bacterias ya tienen resistencia natural
como son las micobacterias se debe por la produccion de betalactamasa que esta
unida a una penetracion lenta del antibidticos por caracteristicas de la especie
bacteriana que presenta en la pared del microorganismos, ya que la pared bacteriana
es una estructura que envuelve las bacterias y esta se situa por fuera de la membrana
citoplasmatica y esta compuesta por proteinas Ilamadas peptidoglucanos (Roja et
al., 2021).

3.6.3. Mecanismo de accion

Esta familia de antibidticos son de accidn bactericida por su modo de accién que
son dos mecanismos: inhibicion de la sintesis de la pared bacteriana e induccion de
la autolisis del microorganismos, en las bacterias grampositivas la pared celular es
gruesa y su componente principal es el peptidoglucano, las bacterias gramnegativas
tienen una pared mas fina y compleja que contra de una membrana externa formada
por lipidos y proteinas un poco mas delgada, ya que en esta pared los antibi6ticos
van a formar unas enzimas llamadas penicillin binding protein (proteinas ligas a la
penicilina) que provocan el cambio en la estructura de la misma y la muerta de la
bacteria (Plumb, 2017).

3.6.4. Mecanismos de Resistencia

Los microorganismos pueden desarrollar resistencia a los antibiéticos en especial a
los betalactimicos que se puede dar por tres mecanismos diferentes que en
ocasiones pueden ir asociados a otras causas, a continuacion, se describen los

principales (Boireau et al., 2018).

o Produccion de enzimas (Betalactamasa), esto es el principal mecanismo de
resistencia a los betalactdmicos especialmente en gramnegativos, aunque en
grampositivas también se puede producir, las enzimas betalactamasas son aquellas

encargadas de hidrolizar el anillo betalactamico y por lo tanto esto inactiva al
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antibiotico de que se unan a las PBP, esto también su produccion puede estar
mediado por plasmidos o cromosomicamente codificados. Hay muchos tipos de
betalactamasas en funcion de los betalactdmicos que hidrolizan, el uso de estos
antibioticos durante décadas ha favorecido a la evolucion de estas enzimas hacia
una nueva generacion que son llamadas BLEE y que estas son encargadas de
inactivar las cefalosporinas de tercera generacion (Sharun et al., 2021).

o Modificacion de la diana en las PBP. En los Gltimos afios se presentaron
diferentes alteraciones en las PBP como son mutaciones, hiperexpresion y
modificacion de la afinidad y esto puede dificultar la union del betalactamico a la
proteina lo que causa que se disminuya su actividad, siendo uno de los principales
mecanismos de resistencia de los microorganismos grampositivos como el S.

aureus resistente a la meticilina (Algharib et al., 2020).

o Alteraciones en la permeabilidad y bombas de expulsion, las sustancias que
son poco lipofilicas como los betalactdmicos precisan proteinas que facilitan la
entrada al espacio periplasmaticos para poder unirse a las PBP, siendo este uno de
los motivos por lo cual algunos microorganismos son mas resistentes en especial
las bacterias gramnegativas, y algunos presentan un sistema de bombeo de
antibidticos muy eficaces que determinan su resistencia intrinseca a muchos
antibidticos. (Duse et al., 2021).

3.6.5. Clasificacion de los Betalactamicos

El conocimiento y la sistematizacion de todos estos aspectos se llegara a la
elaboracion de protocolos terapéuticos consensuados que sustenten las bases
fundamentes del uso racional de los antibi6ticos por lo cual en la familia de los
antibidticos betalactamicos encontramos desde naturales hasta sintéticos y con
diferentes usos en tratamientos en las infecciones provocadas por microorganismos
(Radzikowski et al., 2020).

3.6.5.1. Penicilinas
Se pueden dividir segun su actividad antibacteriana en las siguientes clases:

. Penicilinas naturales: Son las Penicilinas-G, es el representante principal

del grupo y como se menciona que se comercializo en la década de 1940,
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manteniendo una buena actividad de forma uniforme frente algunos
microorganismos, presentando una vida media muy corta y requiere la
administracion cada cuatro horas, se les puede afiadir moléculas procainica o
benzatina y algunas penicilinas V que son de administracion oral (Rosales &
Granja, 2017).

. Penicilinas semisintéticas:  aparecen en la década de 1960 las
aminopenicilinas en la cual incluye a la ampicilina que es bactericida tanto para
bacterias grampositivas como para bacterias gramnegativas, también en 1972 se
comercializé la amoxicilina y estas indicado para el uso en tratamientos empiricos

de neumonias y se recomienda usar con un macrélido (Plumb, 2017).

. Penicilinas resistente a penicilinasas: En 1959 se desarrolld y
comercializd por primera vez una penicilina semisintética con resistencia a las
penicilinasas como la meticilina, con el objetivo era de poder tratar infecciones
causadas por bacterias del género Staphylococus aureus, siendo ampliamente
reemplazadas por penicilinas mas estables por lo cual los microorganismos como
es el Staphylococcus aureus resistente a la Meticilina (SARM) son considerados ya

resistente a la familia de los betalactdmicos (Plumb, 2017).
3.6.5.2. Inhibidores de Betalactamasas

El primer inhibidor de betalactamasas fue en 1980 que es el &cido clavulanico, cuyo
nombre deriva de Streptomyces clavuligerus que produce estas sustancias, tiene una
actividad antimicrobiana intrinseca insignificantes a pesar de compartir el anillo
betalactdmico que es caracteristico de los dichos antibioticos, gracias a la similitud
en la estructura quimica permite a la molécula interactuar con la enzima
betalactamasa secretada por ciertas bacterias por conferir resistencia contra los
antibioticos, el &cido clavulanico es un inhibidor suicida se une covalentemente al
sitio activo de un residuo de serina de la betalactamasa. Esta inhibicion restablece
la actividad antimicrobiana de los antibidticos betalactdmicos, esta inhibicion
restablece la actividad antimicrobiana por produccién de betalactamasa plasmidicas

y algunos cromosomicas (Rosales & Granja, 2017).

Todos estos inhibidores asociados con penicilinas tienen una alta eliminacion bilio-

entérica y se propone el uso con algunos medicamentos de nueva generacion como
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es el Avibaztam que es un inhibidor de betalactamasas no betalactdmico que podria
ampliar el espectro de las cefalosporinas en bacterias productoras de

carbapenemasas (Rojas et al., 2021).
3.6.5.3. Cefalosporinas

Son el segundo grupo de derivados betalactamicos descubiertos y probablemente
es el més amplio en cuanto a su moléculas desarrolladas y comercializadas, este
grupo de antibidticos comenzd en 1948 en Cerdefia con Giusppe Brotsu al observar
este como una cepa de Cephalosporium acremonium que es procedente de una
alcantarilla de la isla, producia una sustancia que tenia actividad frente a bacterias
grampositivas y gramnegativas. Y clasicamente se agrupan en generaciones, hasta
cuatro en el momento actual y se ha asocia a un incremento de su espectro y de su
actividad intrinseca frente a un gran nimero de baterias. Su mecanismo de accion
es el mismo que el de las penicilinas y su eficacia clinica se correlaciona con la
obtencion de una concentracion de antibidtico libre de 4-5 veces superior a la CMI
y la persistencia por encima de éstas durante el 60 a 70 % de intervalo entre dosis

consecutivas (Rosales & Granja, 2017).

o Cefalosporinas de primera generacion: Las cefalosporinas de primera
generacion tienen actividad con cocos grampositivos (SASM) y muy limitada con
bacilos gramnegativos. Algunos ejemplos son cefazolina y cefadroxilo (Plumb,
2017).

o Cefalosporinas de segunda generacion: esta integrada por diversas clases
con diferencias antibacterianas y farmacolégicas significativas y en general son
moléculas con una mayor resistencia frente a las betalactamasa lo que les confiere
actividad frente algunas enterobacterias, algunos ejemplos son: cefuroxima,
cefonicid, cefoxitina, algunas de estas tiene la presencia de metoxi en el anillo
betalactamico lo que le confiere una mayor resistencia frente a la betalactamasas

pero tiene menor actividad para cocos grampositivos (Plumb, 2017).

o Cefalosporinas de tercera generacion: agrupan a diversas moléculas con
propiedades diferentes, siendo el primero los denominados aminotiazélicos

iminometoxicefalosporinas que incluye a la cefotoxina y ceftriaxona, hay
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moléculas que permiten la administracion oral como es la cefixima, ceftibuteno,
cefpodoxima (Plumb, 2017).

o Cefalosporina de cuarta generacion: se trata de moléculas
estructuralmente similares a las de tercera generacion, pero con una estructura
altamente hidréfila que mejora su penetracion a través de la pared bacteriana sobre

todo en gramnegativos, y tiene actividad frente a las betalactamasas (Plumb, 2017).
3.6.5.4. Monobactédmicos

Son betalactdmicos monociclitol su principal aportacion reside en poder
administrarse en pacientes con hipersensibilidad de tipo dos a penicilina o
cefalosporinas, no tiene actividad contra cocos grampositivos siendo solo para

bacterias grampositivas (Tomazi et al., 2020).
3.6.5.5. Carbapenemes

Son los antimicrobianos betalactamicos de mas amplio espectro, actividad y
resistencia a las betalactamasas e incluidas BLEE, derivan del anillo carbapenem y
se dividen en dos grupos segin tenga o no actividad frente a bacterias
Gramnegativos, algunos ejemplos son imipenem, meropenem, doripenem,

ertapenem (Rojas et al., 2021).
3.6.6. Efectos Adversos de los Betalactamicos

Los efectos adversos de los betalactamicos se relacionan con hipersensibilidad, esta
clase de antibidticos son bien tolerados ya que ejercen su accion sobre un sustrato
gue no comparte con las células eucariotas, por lo general poca toxicidad directa,
tiene un accidn irritativa sobre el lugar de administracion y puede causar gastritis si
se administran por via digestiva, dolor con la inyeccion intramuscular o flebitis,
otro efecto es la disbacteriosis, consistente en la colonizacion y superinfeccion por
parte de bacterias endogenas resistentes u hongos que se puede manifestar en forma
de trastornos digestivos o convulsiones y crisis mioclénicas si se utilizan dosis
elevadas. (Morales et al., 2020).

La penicilina es el antibiotico que mas frecuentemente se usa y causa fendmenos
de hipersensibilidad, y este antecedente esta presente en el 10% de los pacientes, y

que son reacciones mediadas por la inmunoglobulina E (IgE), que suele ser
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inmediatas pero que hasta el 5% de los casos pueden presentar tras la
administracion. Reacciones mediado por otros mecanismos se presentan a partir de
las 72 horas de la administracion del farmaco y pueden estar mediadas por
anticuerpos (hemolisis, citopenias, nefritis intersticial), inmunocomplejos,

reacciones de sensibilidad mediada por linfocitos T (Garzon et al., 2022).
3.6.7. Meticilina

Es un antibidtico betalactamico de espectro reducido del grupo de las penicilinas,
los desarrollos del antibi6tico fue por la compafiia beecham en 1959, fue usado para
el tratamiento de infecciones causadas por bacterias grampositivas productoras de
betalactamasa como el Staphylococcus aureus pero actualmente no es usado
clinicamente, en la actualidad es reemplazado por otros antibidticos, su mecanismo
de accion es como los otros antibioticos betalactamicos que acttan inhibiendo la
sintesis de la pared celular bacteriana, evitando la formacion de enlaces cruzados
entre las cadenas poliméricas de péptidoglicanos lineal, las cuales son como
componentes importantes de la pared celular y de las bacterias grampositivas. La
meticilina es resistente a la enzima betalactamasa (Penicilinasa), secretada por
muchas bacterias resistentes, tiene en su estructura quimica la presencia del grupo
orto-dimetoxifenil directamente unidos a la cadena lateral carbonilo del ndcleo de
la penicilina, facilita la resistencia a betalactamasas debido a que estas enzimas son
relativamente intolerantes a la resistencia estérica por ella es capaz de unirse a las

proteinas ligadas a las penicilinas (Espinola et al., 2020).

Query 1 GCGATTGATGGTGATACGGT 20

RARNRRRNRRARNARNARY

Sbjct 1085212 GCGATTGATGGTGATACGGT 1085193

Figura 1. Secuencia de oligonucleotidos del gen nuc/ referencia para la
identificacion del Staphylococcus aureus; Localizacion (1085193 a 1085212)

Fuente: Brakstad et al, (1992).
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Query 1006749 ATGAGAATAGAACGAGTAGATGATACAACTGTAAAATTGTTTATAACATATAGCGATATC 1006808

CELLUUET LU L LT EREE L ELLEEE LT LT EELT ] ]

Sbjct 1006749 ATGAGAATAGAACGAGTAGATGATACAACTGTAAAATTGTTTATAACATATAGCGATATC 1006808

Query 1006809 GAGGCCCGTGGATTTAGTCGTGAAGATTTATGGACAAATCGCAAACGTGGCGAAGAATTC 1006868

I!lIIIII|I|||||l||IIIIIIIIIIlllIIIII|Il|||1||III||II(|||II|

Sbjct 1006809 GAGGCCCGTGGATTTAGTCGTGAAGATTTATG! 'GGCGAAGAATT 1006868

Query 1006869 TTTTGGTCAATGATGGATGAAATTAACGAAGAAGAAGATTTTGTTGTAGAAGGTCCATTA 1006928

COPLULEELEETELLEEE L L DL LT LEEL

Sbjct 1006869 TTTTGGTCAATGATGGATGAAATTAACGAAGAAGAAGATTTTGTTGTAGAAGGTCCATTA 1006928

Query 1006929 TGGATTCAAGTACATGCCTTTGAAAAAGGTGTCGAAGTCACAATTTCTAAATCTAAAAAT 1006988

I|l||||||I|||I|ll||Il|||Il|IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

Sbjct 1006929 TTCAAGTACATGCC 1006988

e T T T
[ []] | []]

Sbjct 1006989 GAAGATATGATGAATATGTCTGATGATGATGCAACTGATCAATTTGATGAACAAGTTC. 1007048

R T
| |11 | | I
Sbjct 1007049 GAATTGTTAGCTCAAACATTAGAAGGTGAAGATCAATTAGAAGAATTATTCGAGCAACGA 1007108
Query 1007109 ACARAAGAAAAAGAAGCTCAAGGTTCTARACGTCAARAGTCTTCAGCACGTAAARATACA 1007168
, ||1||||||||||||l||||||||||||l|l|||||||i|||l||]|||||||||l||||
sbjct 1007109 CTCAAGGTTCTAAACGTCAAAAGTCTTCAGCACGTARRAATACA 1007168
Query 1007169 AGAACAATCATTGTGAAATTTAACGATTTAGAAGATGTTATTAATTATGCATATCATAGC 1007228
, |ll|||||||||||||||||||||||||||||||l|||l|||l|||||||||||||||||
Sbjct 1007169 ATTTAGAAGATGTTATTAATTATGCATATCATAGC 1007228
.
sbjct 1007229 AATAACTACAGAGTTTGAAGATTTGTTATATATGGTTGATGGTACTTATTATTAT 1007288
e L L S LT Ty o
|
Sbjct 1007289 GCTGTATATTTTGATAGTCATGTTGATCAAGAAGTCATTAATGATAGTTACAGTCAATTG 1007348
R .
| l
Sbjct 1007349 CTTGAATTTGCTTATCCAACAGACAGAACAGAAGTTTATTTAAATGA 1007408
Query 1007409 ATTATGAGTCATAACGTAACAGCTCAAGTTCGACGTTATTTTCCAGAGACAACTGAATAA 1007468

CELLLLELLLLEE UL LR LD LT ]

Sbjct 1007409 ATTATGAGTCATAACGTAACAGCTCAAGTTCGACGTTATTTTCCAGAGACAACTGAATAA 1007468

Figura 2 Secuenciacién de aminoacidos del gen mecA de Staphylococcus aureus
meticilino resistente (SAMR); Localizacion: (100674...1007468)

Fuente: (National Library of Medicine, 2022).
3.6.8. Ampicilina

Igual que otras penicilinas es un agente bactericida dependiente del tiempo que
actla inhibiendo la sintesis de la pared celular, tiene actividad contra muchas cepas
de bacterias aerdbicas gramnegativas y algunos anaerobios, en microorganismo no
tiene actividad la ampicilina como son las rickettsias, micobacterias, hongos,
micoplasmas y virus. Tiene una absorbida de un 30 a 55% aproximadamente, el
volumen de distribucién para la ampicilina es de aproximadamente 0,3l/kg en las
personas y en bovinos de 0,16-0,5 I/kg, se distribuye en muchos tejidos incluyendo
higado, pulmones, prdstata, musculo, bilis y liquido asciticos, pleura y sinovial,
cruza la placenta pero se piensa que es relativamente segura para el uso durante la

prefiez, los niveles en leche son considerados bajos, en vacas en lactancia, la

29



relacion leche: plasma es alrededor de 0,3. Es eliminada principalmente a través de
mecanismo renales, sobre todo por secrecion tubular per en algunos caso por

hidrolisis a acidos peniciloico y luego excretada en la orina (Plumb, 2017).
3.6.9. Amoxicilina

Es una amino-penicilina de espectro reducido del grupo de las penicilinas, por lo
que estd indicado para el tratamiento de infecciones causadas por bacterias
grampositivas, en particular por las estafilococos que suelen ser resistente a otras
penicilinas, es considerada equivalente a la oxacilina aunque difiere en su seguridad
farmacoldgica, su distribucion se da en tejidos y cavidades, en algunos casos esta
indicada para el tratamiento de mastitis bovina, después de la administracion
intramamaria tiene una absorcién sistémica limitada permaneciendo por 4 semanas

la amoxicilina en la secrecion de la ubre (Ngssam et al., 2020).
3.6.10. Oxacilina

Dentro del campo veterinario este agente farmacoldgico es empleado para tratar
numerosas infecciones, generalmente de tejidos blandos, incluyendo tejido 6seo y
cutaneo, adicionalmente, es un farmaco referente cuando se aislados
Staphylococcus productores de penicilinasas. Su uso es méas especifico que el de
otras penicilinas, de ahi el nombre de penicilinas antiestafilocdccicas, ya que actla
sobre ciertas cepas de estafilococos a excepcion de los Staphylococcus aureus

meticilino resistentes.

Farmacocinéticamente la oxacilina es en parte metabolizada en componentes
activos como e inactivos, los cuales se distribuyen en los rifiones, pulmones, liquido
pleural, sinovial y liquido ascitico, esta se elimina con rapidez a través de la orina
por filtracién glomerular y secrecion tubular, aunque se ha detallado que se elimina

en minima cantidad atreves de las heces por via biliar (Plumb, 2017).
3.6.11. Antibiograma
3.6.11.1. Suspension Del Inoculo

Existen dos métodos para la preparacion de indculo: suspension directa de colonias
y fase logaritmica de crecimiento, sélo el método de suspension directa de colonia

proveera resultados precisos para ciertos organismos, en los dos métodos la turbidez
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de la suspension debe ser estdndar. La suspension de las colonias en solucion salina
o caldo, luego se ajuste el indculo una turbidez equivalente al estdndar de 0,5 de
McFarland (Montero et al., 2018).

3.6.11.2. Inoculacién De La Placa

El inoculo sera sembrado en la placa con agar especifico como es el Mueller-
Hinton, agite la suspension del organismo para asegurarse que esta bien mezclada,
luego, sumerja un hisopo de algodon esteéril en la suspension, remueva el exceso de
liquido del hisopo presionandolo contra la pared del tubo, empezando en la parte
superior de la placa inocule la superficie con el hisopo, cubra todas las placas
frotando de ida y vuelta de un borde a otro. Incube la placa dentro de los 15 minutos

siguientes después de haber estandarizado el indculo (Montero et al., 2018).
3.6.11.3. Aplicar Los Discos De Antimicrobiano

Coloque los discos con los agentes antimicrobianos dentro de los 15 minutos
siguientes a la inoculacion, los discos pueden ser colocados uno a uno o con un
dispensador de discos, tipicamente se puede aplicar hasta 12 discos en una placa de
150 mm de didmetro o hasta 5 discos en una placa de 100mm, presione cada disco
firmemente para asegurar el contacto completo con la superficie de agar (Gonzales
& Vidal, 2021).

3.6.11.4. Medicion De La Zona De Inhibicion

Después de retirar la placa de la incubadora se examina detenidamente la placa para
verificar que el crecimiento sea uniforme y confluente de tal modo que pueda
identificar zonas sin crecimiento bacteriano. Para medir las zonas de inhibicién
desde la parte posterior de la placa usando luz reflejada, sostenga la placa con unos
pocos centimetros sobre una superficie de color negro que no refleje la luz, mide
redondeando al milimetro méas cercano con una regla o un calibrador (Montero et
al., 2018).

3.6.12. Concentracion Inhibitoria Minima (CIM)

La concentracion inhibitoria minima de un agente antimicrobiano es la minima
concentracion del agente antimicrobiano que inhibe la multiplicacién y produccion

de un crecimiento visible de una cepa bacteriana dada en el sistema de prueba.
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Utilizando los criterios de interpretacion del NCCLS, los resultados son
interpretados como susceptibles, intermedio o resistente. Se puede realizar usando
como medios de cultivos en agar, en este método de dilucion en agar el agente
antimicrobiano es incorporado en el medio con cada placa que contenga una
concentracion diferente del agente antimicrobiano, los indculos pueden ser
aplicados réapida y simultaneamente a las superficies disponibles. (Martinez &
Porras , 2019).

3.6.13. Antibiograma en Estafilococcus

El S. aureus es un patdégeno importante para el ser humano ya que puede causar una
gran variedad de infecciones tanto en individuos sanos como en inmunodeficientes,
la resistencia a los antibidticos cominmente usados esta aumentando a nivel
mundial, mas del 90% de S. aureus presentan resistencia a las penicilinas. En forma
creciente también se ha observado resistencia a oxacilina en dicho patdgeno en
comunidades, sin embargo, se han reportado casos de disminucion de la
susceptibilidad a vancomicina en varios paises, en el 2002 se aislé la primera cepa

totalmente resistente a vancomicina (Montero et al., 2018).

En 1944 dos afos después de la introduccion de los antibidticos penicilina se
reporto el primer S. aureus resistente a la penicilina, dando como resultado que este
patdgeno producia una enzima penicilinasa que hidrolizo el anillo betalactamico de
la penicilina. la oxacilina y la meticilina son penicilinas semisintéticas que son
estables a las betalactamasas estafilococica gracias a la ubicacion estratégica de
ciertas cadenas laterales en la molécula, los cuales fueron desarrollados
especificamente para el tratamiento de infecciones causadas por el S. aureus. Sin
embargo, la resistencia a antibioticos de tipo meticilina pronto aparecio por la
emergencia del gen mecA. Este gen codifica para una nueva proteina PBP2a que se
une a la penicilina. Esta proteina participa en la sintesis de la pared celular a pesar
de la presencia de antibidticos tipo meticilina (Montero et al., 2018).

Los primeros aislados se denominaron S. aureus resistentes a la oxaciclina o ORSA
puesto que es la oxaciclina el antibi6tico que generalmente se usa en las pruebas de
laboratorio. Los ORSA usualmente son resistente a todos los demas agentes

betalactamicos, y puede presentar un resistencia homogénea o heterogénea a la
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oxacilina en las que presentan resistencia homogéneamente todas las cepas hijas
tienen mecA y son resistente a la oxacilina y las cepas heterogéneamente resistente
dice que toda la poblacidn tiene mecA pero muchas células no expresan resistencia

a la oxaciclina (Koba et al., 2018).

En estudios se encontraron con poca frecuencia que el S. aureus que tiene CIMs de
oxacilina que se encuentran cerca a el limite de interpretacion de resistencia se
conocen como BORSA, al contrario de las ORSA estas cepas pueden ser tratadas
mediante combinaciones de betalactamicos e inhibidores de betalactamasa, ya que
estos no aportan el gen mecA, usualmente no tienen resistencia multiple, ni tampoco
crecen en oxacilina agar salino. La BORSA puede ocurrir por uno de varios
mecanismos, algunas cepas son hiperproductoras de betalactamasas que inactiva
parcialmente a la oxacilina y otros betalactdmicos, y en algunas otras cepas raras
hay una modificacion de PBP 1,2 y 4 que no ligan a la oxacilina de manera eficiente.
Por ultimo, algunas cepas de MICS cercanos al limite de susceptibilidad en realidad
son productoras de mecA heteroresistente y generalmente no se les denomina
BORSA (Martinez & Porras , 2019).

3.6.14. Prueba De Difusién Por Disco (Kirby Bauer)

El método de difusién por disco puede ser utilizado para pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana de estafilococos con ciertas modificaciones, el inoculo debe
prepararse usando el método de suspension directa de colonias. A continuacion, se
presenta los criterios o puntos de cortes del S. aureus frente a la oxacilina que es

representacion de la meticilina.

Tabla 3. criterios de interpretacion para difusion de discos de oxacilina (mm)

Organismos susceptible Intermedia Resistencia

S. aureus 13 11-12 10

Fuente: Torres & Cercenado, (2010).
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CAPITULO IV
IV. MARCO METODOLOGICO
41. MATERIALES
4.1.1. Lugar de investigacion

La presente investigacion se desarrolld en la Universidad Estatal de Bolivar,
Facultad de Ciencias Agropecuarias, Recursos Naturales y del Ambiente, en el

Laboratorio General de la Facultad.

Tabla 4 Especificaciones del lugar donde se realizara la investigacion

Pais Ecuador

Provincia Bolivar

Canton Guaranda

Parroquia | Gabriel Ignacio Veintimilla

Sector Laguacoto, Via Guaranda — San Simén Km 1 %

Fuente: Instituto Nacional de Meteorologia e Hidrologia, (2021).

Tabla 5 Situacién Geogréfica del lugar de investigacion

Parametros Geograficos de Guaranda

Altitud 2608.00 metros
Latitud -1.614378°
Longitud -78.998339°
Temperatura maxima 19°C
Temperatura minima 10°C

Temperatura media anual 14°C

Precipitacion media anual 1619 mm cubicos

Humedad relativa (%) 2%

Fuente: Instituto Nacional de Meteorologia e Hidrologia, (2021).

34



4.1.2. Zonade vida

De acuerdo con el sistema de clasificacion de zonas de vida por Leslie
Holdridge, el canton Guaranda corresponde a la formacién Bosque Humedo
Montano Bajo (B.h.m.b). Se encuentra localizada entre 2000 y 3000 metros
sobre el nivel del mar, con variaciones micro climéticas de acuerdo con los

pisos altitudinales de las cordilleras (Holdridge, 1971).
4.1.3. Material Experimental

o 50 cepas de Staphylococcus aureus.

o Discos antibidticos

4.1.3.1. Ropaje de seguridad

o Guantes quirargicos

o Cofia desechable

o Guantes de manejo

o Mandil

o Cubre suelas desechables.
o Mascarillas

o Gafas de proteccion

4.1.3.2. Equipos de laboratorio

Cémara de flujo laminar (Biobase, BBS-H1800, China)
o Incubadora (Memmert, Alemania)

. Autoclave

o Estufa (Biobase, BOV-V30F, China)

o Microondas (Indurama, MWI-28VI, Ecuador)

o Cuenta Colonias (Amscope, USA).

o Agitador vortex (DLAB, MX-S, China)

o Balanza analitica (OHAUS, Scout Pro Sp 2001, China)
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4.1.3.3.

Microscopio electronico convencional (Amscope, USA)
Centrifuga (BEILE CENTRIFUGA, DT5-6% China)
Tubos Vacutainer (Vacutech, Lot. 01610049, Ecuador)
Refrigerador (Biobase, China)
Estereoscopio (Amscope, USA)
Materiales de laboratorio
Pipetas
Micropipetas
Puntas de micropipetas
Tubos de ensayo
Tubos Eppendorf
Gradillas para tubos.
Cajas Petri
Cajas Bi-Petri
Mechero de Bunsen
Calibrador de Vernier
Hojas de registro
Vortex
Hisopos estériles
Discos de papel filtro de celulosa.
Asas de platino para siembra.
Toallas estériles
Cinta testigo de esterilidad

Empaques para autoclave
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4.1.3.4.

4.1.35.

Papel de autoclave
Cinta testigo de autoclave
Matraz Erlenmeyer
Vaso de precipitacion
Reactivos
Agar Salt Manitol (CMO0085, Lot. 3289843)
Agar Sangre (Difco, Lot. 0237250)
Agar Mueller Hinton (Difco, Lot. 0294294, USA)
Perdxido de hidrogeno (lira, Ecuador)
Tiras de oxidasa (OxiStrips, Lot. 485435, USA)
Discos de Antibidtico de Oxacilina 1ug (Oxoid, Lot. 3315569)
Discos de Antibidtico de Amoxicilina 10ug (Oxoid, Lot. 2942671)
Discos de Antibidtico de Ampicilina 10ug (Oxoid, Lot. 3428273)
Disco de Antibiotico Cefoxcitina 30ug (Oxoid, Lot. 3458723)
Alcohol 70 y 90 vol.
Cloruro de sodio (NaCl)
Caldo MR-vP (Broth) 500g (Difco, Lot. 0286583, USA)
Plasma sanguineo
Materiales de oficina
Hojas de papel Bond
Impresora
Esferograficos
Cuaderno de apuntes

Calculadora
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Calibrador de vernier

Libreta de apuntes

4.2. Meétodos

4.2.1. Factores en estudio

Factor A

al: Cepa de Staphylococcus aureus.

Factor B

b0 Disco de inhibicidén impregnado cloruro de sodio.
b1 Disco de inhibicion de Oxacilina 1 g

b2 Disco de inhibicién de Amoxicilina 2 g

b3 Disco de inhibicion de Amoxicilina 10 pug

b4 Disco de inhibicion de Ampicilina 2 ug

b5 Disco de inhibicién de Ampicilina 10 pg

Tabla 6 Distribucion de factores en estudio y su interaccion (tratamientos)

TRATAMIENTO | CODIGO | DESCRIPCION

1 albl Cepa de Staphylococcus aureus + Disco de
inhibicién de Oxacilina 1ug

2 alb2 Cepa de Staphylococcus aureus + Disco de
inhibicién de Amoxicilina 2 g

3 alb3 Cepa de Staphylococcus aureus + Disco de
inhibicion de Amoxicilina 10 pg

4 alb4 Cepa de Staphylococcus aureus + Disco de
inhibicién de Ampicilina 2 pg

5 alb5 Cepa de Staphylococcus aureus + Disco de
inhibicién de Ampicilina 10 pg

6 alb0 Cepa de Staphylococcus aureus + Disco de
inhibicion impregnados de cloruro de sodio.

Experimental: Robalino & Tacle, (2023).
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4.2.2. Tratamientos

Tabla 7 Tratamiento

Tratamientos Descripcion

Tl Cepa de Staphylococcus aureus + Disco de inhibicién

de Oxacilina 1ug

T2 Cepa de Staphylococcus aureus + Disco de inhibicion

de Amoxicilina 2 ug

T3 Cepa de Staphylococcus aureus + Disco de inhibicion
de Amoxicilina 10 pg

T4 Cepa de Staphylococcus aureus + Disco de inhibicién

de Ampicilina 2 g

T5 Cepa de Staphylococcus aureus + Disco de inhibicion
de Ampicilina 10 pg

T6 Cepa de Staphylococcus aureus + Disco de inhibicién

impregnados de cloruro de sodio.

Experimental: Robalino & Tacle, (2023).

4.2.2.1. Especificaciones del experimento
4.2.2.2. Anélisis estadistico y disefio experimental

Para la siguiente investigacion se aplicard el siguiente método y disefio

experimental:

e Disefio de bloques completamente al azar (DBCA), con arreglo factorial A*B,
conforme se establece en el siguiente modelo matematico; Yij = u+
YBLOQUES +ti+ tj+ + &ij

e Prueba de Tukey 5%, como comparativa entre las medias de los tratamientos

e Prueba de normalidad, para observar la distribucion de los halos de inhibicion

de las 50 cepas de Staphylococcus aureus.

e Chi-cuadrado; para ver el efecto de la susceptibilidad antimicrobiana de los 50

aislados frente a los farmacos en estudio.
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Tabla 8 En la siguiente tabla se detallan las caracteristicas del experimento:

Tratamientos (con 1 testigo) 6
Repeticiones 50
Tamaiio de la unidad experimental 100 gr
Aislados totales 50
Numero total de analisis 300

Experimental: Robalino & Tacle, (2023).
4.2.2.3.  Analisis de varianza ADEVA.

Tabla 9 Analisis de varianza (ADEVA)

Fuentes de variacion Grados de libertad
Total (t*r)-1 299

Tratamientos (Tto — 1) 5

Bloques (Repeticiones - 1) 49

Error Experimental (Gl total- Gl tto) 294

Experimental: Robalino & Tacle, (2023).

4.2.3. Métodos de evaluacion y datos a tomarse
4.2.3.1. Variables de aislamiento

o Pruebas Bioquimicas: es unas variables de tipo independiente, donde se
considerd la expresién de una ruta metabdlica de una bacteria en cuestion, en este
caso para el Staphylococcus aureus; Tincion de Gam (+), Catalasa, patron de
Hemdlisis, crecimiento en medio salino y fermentacion del Manitol, Oxidasa y
Coagulasa (Aguilar & Alvarez, 2019).

4.2.3.2. Variables de antibiograma

o Sensibilidad: Es la incapacidad de un agente patdgeno de no poder resistir
al mecanismo de accion de un farmaco en cuestion a una concentracion determinada.
Es de tipo independiente y se mide en base los halos de inhibicidén, mediante los
puntos de corte establecido por el CLSI y EUCAST.
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o Resistencia: Es una herramienta facultativa que tienen ciertos patdgenos de
soportar el mecanismo de accién farmacol6gica de un farmaco para asi evitar que
este pueda inhibir su crecimiento o multiplicacion o a su vez eliminarlo y se mide
en base los halos de inhibicion, mediante los puntos de corte establecido por el CLSI
y EUCAST.

o Concentracion del farmaco: Es la cantidad requerida del farmaco en
estudio, impregnada en un disco de papel filtro de celulosa. Es de tipo dependiente
y esta dependera del tipo de disco de antimicrobiano que vaya a ser utilizado o a su
vez las concentraciones minimas requeridas para inhibir el crecimiento de una cepa

bacteriana.
4.2.3.3. Variable de prevalencia

Para estimar la ocurrencia de que existié de Staphylococcus aureus resistente a la
meticilina previamente obtenido datos de resistencia y susceptibilidad se determina
mediante el calculo de la tasa de prevalencia (TP). Mediante el siguiente modelo de

ecuacion donde se determinar el resultado en porcentaje (Cuenca et al., 2021).

_ Total de casos en una poblacion y en un momento dado 100
~ Total de la poblacién en ese lugar y momento dado x

Elaborado por: Robalino & Tacle, (2023).
4.2.4. Procedimiento
4.2.4.1.  Obtencion de las cepas bacterias

La presente investigacion se realizd con cepas de Staphylococcus aureus
previamente aisladas y preservadas en caldo MR-vP méas 10% de glicerol de

investigaciones posteriores, las cuales fueron reanimadas para su estudio.

Tabla 10. Staphylococcus aureus obtenidos de leche positivos a mastitis bovina

Numero de aislados Lugar de muestreo
25 San Miguel de los bancos / Pichincha.
25 La Candelaria / Chimborazo.

Elaborado por: Robalino & Tacle, (2023).
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4.24.2. Reanimacion del Staphylococcus aureus

Se eligieron 50 cepas de Staphylococcus aureus procedentes de leche positiva a
mastitis bovina, para lo cual se preparé caldo MR-vP siendo un medio nutritivo que
le permitid cubrir las necesidades nutricionales a la bacteria para su multiplicacion

y crecimiento, la reanimacion se establecié de la siguiente manera;

o Acondicionamiento; las cepas de Staphylococcus aureus gque se encontraban
en condiciones de congelacion por cual se efectud la bajada de temperatura
colocéndola a temperatura ambiente por un tiempo de 20 minutos, posteriormente

se introdujeron en la incubadora por el lapso de tiempo de 1 hora.

o Preparacion del Broth; se pesaron 17 gramos del producto para disolver en
un litro de agua en un matraz Erlenmeyer homogenizando el contenido y
posteriormente sometiéndolo a esterilizado a 121°C por un periodo minimo de 15

minutos.

o Dosificacion del Broth; una vez listo el caldo MR-VP se reparti6 una cantidad
de 5 mL en tubos de ensayo de tapa rosca.

o Inoculacion del Broth; las cepas de Staphylococcus aureus encontradas en
los crioviales se homogenizo con la ayuda del vortex, posteriormente con la ayuda
de una micropipeta se tom¢ 100 pL del indculo o criovial de preservacion en el caldo

MR-VP, finalmente se vertio en el tubo de ensayo con la finalidad de inocularlo.

o Sellado: se etiqueto el tubo con el codigo Unico de la cepa, posteriormente se
realizé el sellado con papel film y se introdujo en la incubadora por un tiempo de 24
horas a 37°C.

Una vez obtenido la cepa bacteriana reanimada en el Broth se procedio a la
inoculacion o siembre en el agar Sal Manitol, en duplicados para la obtencion de un

cultivo puro y homogéneo se realizo6 de la siguiente manera;

o Preparacion del medio; se suspendio 111 gramos de agar Salt Manitol en un

litro de agua destilada, se homogenizd y se esterilizo a 121 °C por 15 minutos.

o Llenado de las cajas Petri; se vertieron 15 — 20 mL de agar en cada caja Petri,

se dejo reposar por 30 minutos hasta su solidificacion.
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. Inoculacion; con la ayuda de un hisopo estéril se distribuy6 sobre toda la
superficie del agar, para la obtencion de colonia de Staphylococcus aureus jovenes

sobre toda la superficie del medio de cultivo.

o Incubacidn: se realizo el sellado de la caja Petri con papel Film y se introdujo
en la incubadora por 24 horas a 37°C.

o Interpretacion; Una vez obtenido un cultivo puro y homogéneo, con
caracteristicas presuntivas de crecimiento de Staphylococcus aureus se realizo el
analisis antimicrobiano. Como parte diagnostica y de verificacion del presente
trabajo se repitid el procedimiento de identificacion de la bacteria en estudio, para

evitar posibles falso positivos.
4.2.4.3. Identificacién de cepas de Staphylococcus aureus

La identificacion se desarroll6 mediante descripcion de las caracteristicas
fenotipicas macroscépicamente y microscopicamente, morfologia de las colonias,
la fermentacion del manitol y las rutas metabolicas que posee el Staphylococcus
aureus, como parte metodologica se establecio las siguientes pruebas;

La morfologia de crecimiento del Staphylococcus aureus se evidencian como
colonias lisas, brillantes y convexas, las cuales poseen un endopigmento (Beta-
carotenoide) de color naranja o blanco porcelana e incluso un color dorado en un
medio de cultivo en cuestion, es una bacteria Gram-positiva con un tamafio de 0.5
a 1.5 micras, una agrupacion en células Unicas, pares, tétradas o agrupamientos mas

grandes con la forma de racimos de uvas (Montero et al., 2018).

La fermentacion del manitol: el Staphylococcus aureus crece en un medio con alta
concentracion de sal, tiene la capacidad de fermentar el manitol lo que produce
acidos provocando un cambio en el pH y consecuentemente un viraje en la
coloracion del medio de cultivo de rosa a amarillo palido en el lugar en donde se ha

establecido una colonia de dicho microorganismo.

Continuamente se procedio con la observacion de las caracteristicas microscopicas

de su membrana mediante la tincion de Gram, protocolariamente se inicio con;

o Suspensién de una proporcion (asada) bacteriana en una gota de agua

destilada colocada en un porta objeto.
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o Fijacion de la gota de agua con la suspensién bacteriana con la ayuda de un

mechero de bunsen sometiéndola a calor.

o Colocacion de una gota de cristales de violeta por un minuto. Continuando
con la retirada del exceso sobrenadante de dicho colorante.

o Posteriormente se aplicé una gota de Lugol por un lapso de un minuto.

o Consecuentemente se realizé el lavado del porta objeto con agua destilada

después del periodo de tiempo transcurrido.

o Continuando con la aplicacion de unas gotas de alcohol cetona por un
tiempo de 30 segundos y un lavado con agua destilada para evitar artefactos debido

al exceso de colorante (fallas en la visualizacion).

o Siguiendo con la aplicacion de una gota de safranina por un tiempo de 3
minutos.
o Finalizando con el lavado del portaobjetos con agua destilada, secado y

colocacion de una gota de aceite de inmersidn para su respectiva visualizacion en

el microscopio con el objetivo 100 X.

Prueba de Catalasa: la enzima catalasa descompone el peréxido de hidrégeno en

aguay oxigeno (Tomazi et al., 2020), dicho procedimiento se realizé de la siguiente

manera;
o Se coloco una asada bacteriana en un porta objeto.
o Posteriormente se coloco una gota de peroxido de hidrogeno al 3 % sobre

un portaobjetos.

o finalizando con la interpretaciébn de resultados visualizando el
desprendimiento de burbujas lo que se considera como positivos (+), sin ningdn

cambio es negativo (-).

La prueba de Coagulasa: El Staphylococcus aureus posee dos tipos de coagulasa
una que es endocoagulasa o coagulasa ligada (Clumping factor) que esta unida a la
pared celular que actua sobre el fibrinbgeno provocando la formacion de un coagulo
0 grumos en el plasma sanguineo. También tiene una exocoagulasa o coagulasa

libre que actua mediante la activacion de un complejo CRF que producira un
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coagulo de fibrina (Garcia et al., 2019). Dicha prueba se realiz6 de la siguiente

forma;

o Inicialmente se obtuvo 10 mL de sangre en tubos Vacutainer con EDTA
(Tapa lila).

o Se realizo la separacion del paquete celular, placa leucocitaria y plasma

mediante centrifugacion a 3000 rpm por un lapso de 5 minutos.
o Continuamente se colocd 1 mL de plasma en tubos eppedorf.

o Consecuentemente se inoculo con la toma de una proporcion de una colonia
0 asada de bacterias y se inocularon en el plasma, posteriormente se introdujo en la

incubadora por un tiempo de 4 a 6 horas, para la observacion del coagulo.

Prueba de oxidasa; es una prueba colorimétrica que permite determinar la presencia
de la enzima oxidasa, la cual reacciona en presencia del citocromooxidasa presente

en las tiras reactivas y se realizd de la siguiente manera;
o Se tomé una colonia bacteria con la ayuda de un asa de siembra estéril.

o Se coloco en la tira reactiva para la observacion de la reaccion; es considera

como positiva cuando en la tira reactiva se observa una coloracién azul o purpura.

Tabla 11. Perfiles de identificacion utilizados en la presente investigacion

Criterio Positiva (+) Negativa (-)
Catalasa +
Oxidasa -
Fermentacion del manitol +
Crecimiento en medio salino +
Coagulasa +
Patrén de Hemolisis Beta hemolisis.
. Cocos Gram-positivos en forma de racimos
Tincion de Gram
de uvas
Morfologia Endopigmento “Staphylococcus aureus
Dorado

Elaborado por: Robalino & Tacle, (2023).
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4.2.5. Actividad antimicrobiana

El antibiograma (método de difusion en disco) determina la susceptibilidad de un
microorganismo frente a un farmaco a partir de la exposicion de una concentracion
estandarizada (Duefias et al., 2021). Para dicho procedimiento se realizd de la

siguiente manera;

o Se disolvié 37 gramos de agar Mueller-Hinton en 1000 mL de agua
destilada, para homogenizar los dos reactivos se mando a ebullir en el microondas,

posteriormente se esteriliz6 a 121 °C por 15 minutos.

o Trascurrido este periodo de tiempo se procedi6 a colocar de 15 a 20 ml en

las cajas Petri previamente esterilizadas.

o Se dejo reposar por un tiempo de 20 minutos hasta su solidificacién en las
cajas Petri.
o Se tom6 un asa bacteriana de un cultivo previamente incubado por 24 horas

a 37 °C, el cual fue suspendido en 5 mL de agua destilada estéril que contenia un

tubo de tapa rosca para ser ajustada la escala McFarland 0.5.

o Con la ayuda de un hisopo estéril se suspendid la muestra por toda la

superficie del agar.

o Finalmente se procedié con la colocacion de los discos de papel filtro de
celulosa impregnado de los antibidticos en estudio, posteriormente se sell la caja
Petri y se incubo por 24 horas a 37°C, el cual se tomé la media del halo de inhibicién
con la ayuda del calibrador de vernier, donde de dicha media se restaron los 6 mm

contemplados del disco y se registro el valor en la hoja de seguimiento.

Dentro del proceso metodologico se estableci6 media la susceptibilidad
antimicrobiana de la Ampicilinay Amoxicilina a la concentracion de 2ug segun las
recomendaciones del EUCAST, (2022) para organismos tipo silvestre, para el
cumplimiento se realizd las diluciones de los antibi6ticos comerciales de la

siguiente manera;

o Con la ayuda de la siguiente formula se estimé matematicamente la cantidad

requerida de los antibidticos en estudio;
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1_C2*V2
1

Donde:

Cl: Es la concentracion  molar total de la  disolucion.
C2: Es la concentracion del farmaco requerida para el estudio.
V2. Es el volumen del farmaco requerido para realizar la dilucion.
V1: Es el volumen final del farmaco con el que espera tener determinada

concentracion.

o La céapsula fue diluida en 50 mL de solucion salina, posteriormente se
realiz6 un bafio de maria por 40 minutos y consiguiente la homogenizacién con la
ayuda del vortex hasta obtener una solucion sin granulos.

o Para ello se rotulo tubos eppendorff para seguir realizando las diluciones

seriadas hasta la obtencién de 2 pg del antibidtico en estudio.

o Se introdujeron los discos de papel filtro en blanco por un tiempo de 10
minutos.
o Finalmente fueron sembrados en la superficie del agar inoculado. De igual

manera se incubaron a 37°C por 24 horas para su posterior medicion del diametro

del halo de inhibicidn.

4.25.1. Estimacion de la prevalencia de cepas de Staphylococcus aureus

resistente a la meticilina (SAMR)

Para la estimacion de la ocurrencia de Staphylococcus aureus resistente a la
meticilina previamente obtenido los datos de resistencia y susceptibilidad se
determin6 mediante el célculo de la tasa de prevalencia (TP). Indiscutiblemente esta
indica el niumero de Staphylococcus aureus resistente a la meticilina que existe en

el nimero de aislados totales en cuestion (Cuenca et al., 2021).

Total de casos en una poblaciéon y en un momento dado

100
Total de la poblacion en ese lugar y momento dado x
Elaborado por: Robalino & Tacle, (2023).
o Andlisis de los datos: Los resultados de los halos de inhibicion obtenidos

fueron analizados mediante el paquete estadisticos SAS 9.4 y SPSS version 25.
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CAPITULO V
V. RESULTADOS Y DISCUSIONES
5.1.  Cultivoy reconfirmacion bacteriana

Los Staphylococcus aureus fueron tomados del cepario del laboratorio general de
la facultad de ciencias agropecuarias y recursos naturales perteneciente a la
Universidad Estatal de Bolivar dichas aislamientos fueron reanimadas para su
cultivo en Agar Salt Manitol, los agentes fueron aislados de dos provincias del
Ecuador en distintas proporciones de dos diferentes investigaciones previas como

se detalla en la tabla 12.

Tabla 12. Resultado del aislamiento e identificacion

Prevalencia Staphylococcus aureus

Pichincha, Mazén & Mazén (2022) 29.42%

Chimborazo, Chavez (2022) 68.96%

Elaborado por: Robalino & Tacle, (2023)

Metodologicamente de manera practica se realiz6 la identificacion bacteriana
mediante el uso de pruebas como; Fermentacion del manitol, crecimiento en medio
salino, reaccion de catalasa (+), reaccion de oxidasa (-), coagulacion del plasma
sanguineo en tubo y tincion de Gram (coco Gram-positivo forma de racimos de
uvas), obteniéndose que el 100 % de los aislados se reconfirmaron como

Staphylococcus aureus coagulasa positivo.

Figura 3. Prevalencia del Staphylococcus aures causante de mastitis
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Elaborado por: Robalino & Tacle, (2023)
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Analisis: El Staphylococcus aureus causante de mastitis es uno de los géneros
bacterianos de mayor prevalencia en los cuadros mastiticos en una explotacion
lechera considerandose responsable de la mayoria de cuadros patognomonicos de la
patologia mencionada. Para el desarrollo de la presente investigacion se utilizé cepas
aisladas en la investigacion de Mazon & Mazdn (2022), quienes aislaron a la bacteria
mencionada en una proporcion de 29.42% del nimero total de agentes bacterianos
aislados que se encontraban causando cuadros mastiticos en vacas de la zona
subtropical de San Miguel de los Bancos perteneciente a la provincia de Pichincha,
asi mismo Chavez (2022), quien aislé e identificd al Staphylococcus aureus en una
proporcién de 68.96% en el cantdn Penipe perteneciente a la provincia de
Chimborazo, haciendo mencién a las publicaciones citadas ya que fueron los

responsables de la obtencidn de las cepas.

Discusion: Segun Falla et al. (2020), en su investigacion de la prevalencia del
Staphylococcus aureus causante de mastitis bovina obtuvo que de 150 vacas
muestreadas se obtuvieron 129 aislamientos con una prevalencia del 80%, difiriendo
de lo encontrado de las investigaciones mencionadas de donde se obtuvieron las
cepas los cuales encontraron a la bacteria mencionada en menor proporciéon como

causante de mastitis bovina.

5.2.  Andlisis de varianza de la concentracion de 2ug de Ampicilina y

Amoxicilina frente a Staphylococcus aureus

Anadlisis de varianza del disefio de bloque completamente al azar (DBCA) de las
concentraciones de 2 pg de ampicilina y amoxicilina, 1 pug de oxacilina (testigo
positivo) y discos impregnados de cloruro de sodio 0,9% (testigo negativo).

Tabla 13. Analisis de varianza (DBCA) de los tratamientos propuestos

Fuente de V. G.L S.C. C. M. F.V Pr. F.
Tratamientos 3 1888.280 629.426 393.36 <.0001**
Repeticiones 49 326.020 6.653 4.16 <.0001**
Error 147 235.220 1.600

CV: 11.31%
Total 199 2449.520

**: Diferencias estadisticas altamente significativa, CV: coeficiente de variacion.
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Anélisis: De acuerdo con el andlisis de varianza de la tabla 13 la prueba de Fisher
nos indica que por parte de los tratamientos y repeticiones existio diferencias
estadisticas altamente significativas, es decir que tanto los tratamientos como las
repeticiones tiene un comportamiento distinto, con un coeficiente de variacion de

11.31% expresandonos veracidad y aceptabilidad en los datos obtenidos.

Figura 4. Diagrama de caja y bigotes de la distribucion de los halos de inhibicién
de los tratamientos propuestos
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5.2.1. Prueba de Tukey al 5% de las concentraciones de 2ug de amoxicilina'y

ampicilina frente a Staphylococcus aureus

Tabla 14. Promedios obtenidos de los tratamientos analizados

Tratamientos Media N Tukey Agrupamiento
2 (Amo 2ug) 13.78 50 A

4 (Amp 2u9) 13.12 50 B

1 (OX 1ug) 11.82 50 C

6 (Testigo) 6.00 50 D

Amo: amoxicilina, Amp: ampicilina, Ox: oxacilina.
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Anélisis: Mediante la comparacion de medias determinada por la prueba de Tukey
al 5% se observo que el T2 (2ug de amoxicilina) fue el que obtuvo el mayor
promedio en la medida de la zona de inhibicion del crecimiento de Staphylococcus
aureus con 13.78 mm de diametro, destacandose sobre el T4 (2ug de ampicilina) el
cual exhibié una media en la medida de la zona de inhibicion de 13.12 mm, de
manera estadistica se observa que son diferentes segun la agrupacion de esta prueba
comparativa, siguiéndole el T1 (1jug de oxacilina) quien presenté una media de halo
de inhibicion de 11.82 mm siendo este el tratamiento testigo positivo, el cual se
destaca del testigo negativo (Disco impregnado con CINa 0,9%) ya que no se
observo inhibicién en el crecimiento de la bacteria mencionada por parte de este
tratamiento, infiriendo de tal modo que los promedios de los tratamientos son

estadisticamente diferentes.

Discusidn: Damasceno, (2020) en su investigacion aislo 79 cepas de Staphylococcus
aureus siendo estas el 36.9% de los aislados totales, en dicha investigacion evidencid
que el 63,3% (n=50) fueron sensibles y el 36.7% (n=29) se presentaron como
resistentes a la oxacilina de 1pg, mientras que a amoxicilina de 10ug obtuvo un
65.8% (n=52) de sensibilidad y un 34.2% (n=27) de resistencia. Asi mismo Calderén
et al. (2011) en su investigacion de prevalencia de mastitis bovina donde analizo la
susceptibilidad antimicrobiana mediante el método de difusion de disco (Kirby-
Bauer) logro aislar 289 (87.84%) cepas de Staphylococcus aureus, evidenciando que

el 100% fueron sensibles a oxacilina de 1pg y ampicilina de 2ug.

Difiriendo de las publicaciones antes mencionadas, ya que segun las
recomendaciones del EUCAST, (2022) para pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana de ampicilina y amoxicilina a 2 pug son consideradas como sensibles
los aislados que en el antibiograma presenten halos > 15 mm, por lo tanto, se
discrepa de lo hallado en la presente investigacion ya que las 50 cepas de
Staphylococcus aureus presentaron halos de inhibicion con una medida promedio
de 13.78 mmy 13.12 mm en amoxicilina y ampicilina respectivamente, sin embargo
la distribucion de los datos nos permite apreciar que hubieron aislados con una
medida de halo mayores a los establecido por el ente regulador antes mencionado
interpretando de tal modo la existencia de bacterias sensibles, con halos con medidas

superiores a los promedios establecidos.
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5.3. Andlisis de varianza de la concentracion de 10ug de amoxicilina y
ampicilina frente a Staphylococcus aureus.

Tabla 15. Analisis de varianza de los tratamientos propuestos.

Fuente de V. G.L S.C. C. M. F.V Pr. F.
Tratamientos 3 17738.040 | 5912.68 1599.32 | <.0001**
Repeticiones 49 576.500 11.765 3.18 <.0001**
Error 147 543.460 3.697

CV: 10.62%
Total 199 18858.00

**: Diferencias estadisticas altamente significativa, CV: coeficiente de variacion.

Analisis: De acuerdo con el analisis de varianza de la tabla 15, la prueba de Fisher
nos indica que por parte de los tratamientos y repeticiones existio diferencias
estadisticas altamente significativas, es decir que tanto los tratamientos como las
repeticiones tiene un comportamiento distinto, con un coeficiente de variacion de
10.62% expresandonos veracidad y aceptabilidad en los datos obtenidos.

Figura 5. Diagrama de caja y bigotes de la distribucion de los halos de inhibicién
de los tratamientos propuestos.
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5.3.1. Prueba de Tukey al 5% de las concentraciones de 10pg de amoxicilina
y ampicilina frente a Staphylococcus aureus

Tabla 16. Promedios obtenidos de los tratamientos analizados.

Tratamientos Media N Tukey Agrupamiento
3 (Amo 10pg) 27.30 50 A

5 (Amp 10pug) 27.28 50 A

1 (OX 1pg) 11.82 50 B

6 (Testigo) 6.00 50 C

Amo: amoxicilina, Amp: ampicilina, Ox: oxacilina.

Analisis: Mediante la comparacion de medias determinada por la prueba de Tukey
al 5% se observo que el T3 (10ug de amoxicilina) y el T5 (10ug de ampicilina) no
expresaron diferencias estadisticas significativas, los cuales exhibieron una media
de 27.30 mm y 27.28 mm en didmetro del halo de inhibicion respectivamente,
siguiéndole el T1 (1pg de oxacilina) quien presentd una media de halo de inhibicién
de 11.82 mm siendo este el tratamiento testigo positivo, el cual se destaca del testigo
negativo (disco impregnado con CINa 0,9%) ya que no se observo inhibicién en el

crecimiento de la bacteria mencionada por parte de este tratamiento.

Discusion: Khan et al. en su investigacion de susceptibilidad antimicrobiana del
Staphylococcus aureus productores de betalactamasa aislado de leche positiva a
mastitis bovina report6 que el 53.3% (n=8/15) de los aislados presentaron resistencia
fenotipica a la ampicilina 10ug con halos <28 mm segun lo recomendado por CLSI,
(2020). Asi mismo Mesquita et al. (2022) obtuvo una media de 18.53 mm del
diametro del halo de inhibicidn por parte de Staphylococcus aureus (ATCC 25923)
frente a amoxicilina de 10 pg. Discrepando de las investigaciones citadas ya que el
valor de la medida de los halos de inhibicion se encuentra sujeta a variabilidad ya
gue esta en dependencia a las condiciones de manejo de los antimicrobianos usados
en la mastitis bovina, los factores etiologicos que predispongan a la colonizacion
intramamaria y la trasmision cruzada de patdgenos nosocomiales de los humanos

hacia los animales, como es el caso de SAMR.
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5.4.  Andlisis de la actividad antimicrobiana de los tratamientos propuestos.

El andlisis de la actividad antimicrobianas de cada uno de los farmacos en estudio

se analizé la susceptibilidad obtenida de cada uno de los tratamientos propuestos.

5.4.1. Andlisis de la actividad antimicrobiana de ampicilina frente a

Staphylococcus aureus causante de mastitis bovina.

Las 50 cepas de Staphylococcus aureus se sometieron a la actividad antimicrobiana
mediante la técnica de difusion de disco en placa (Kirby Bauer) frente a las
concentraciones de 2 ugy 10 pg de ampicilina, los resultados obtenidos del diametro
del halo de inhibicién se realiz6 pruebas de normalidad que se detallan en la
siguiente tabla.

Tabla 17. Pruebas de normalidad del halo de inhibicion obtenidas de las

concentraciones de 2ug y 10 pg de ampicilina frente a Staphylococcus aureus
causante de mastitis bovina.

Pruebas de normalidad

Concent. Kolmogorov-Smirnov@ Shapiro-Wilk

Al Estadistico | gl Sig. | Estadistico | gl Sig. *
219 149 50 .007 944 50 .020 NS
10 pg 128 | 50 | .040 960 | 50 | .093 | NS

Concent Amp: concentracion de ampicilina, gl: grados de libertad / a: Correccién de significacion
de Lilliefors / NS: efecto no significativo.

Analisis: De acuerdo con la prueba de normalidad de las concentraciones de 2ug y
10ug de ampicilina sobre 50 (grados de libertad) cepas de Staphylococcus aureus el
test de Shapiro-Wilk nos expresa que los halos de inhibicion tienen una distribucion

normal, observando un efecto no significativo entre las repeticiones.

54.1.1. Susceptibilidad antimicrobiana de ampicilina frente a

Staphylococcus aureus causante de mastitis bovina.

La interpretacion se realizo mediante las recomendaciones del comité Europeo de
Pruebas de susceptibilidad (EUCAST, 2022) y el Clinical Loboratory Estandar

Institute (CLSI, 2020), seguin los puntos de corte para Staphylococcus aureus.
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Tabla 18. Interpretacion y puntos de corte de la zona de inhibicion (mm) de las

penicilinas frente a Staphylococcus aureus causante de mastitis bovina.

Diametro del halo de inhibicién (mm)
Guia
: -
CLSI (10u9) 28 - 29
EUCAST (2ug) 13 14 15

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

Anélisis: Segun el CLSI, (2020) considera como sensibles halos de inhibicion > 29
mm Y resistente halos de inhibicion < 28 mm estipulado en el documento VETO01S
como referencia dichos puntos de corte para todas la penicilinas frente a
Stpahylococcus aures, asi mismo el EUCAST, (2022) recomienda para estudios in
vitro la aplicacion de 2 pg de ampicilinas mediante el método difusion en disco
donde es considerado como resistente halos de inhibicién de < 13 mm y sensible
halos de inhibicién > 15 mm.

Tabla 19. Susceptibilidad antimicrobiana de la ampicilina frente a Staphylococcus
aureus causante de mastitis bovina.

Concentracion | Resistente Intermedio Sensible

Fr. % Fr. % Fr %
10 ug 34 68 - 16 32
2 ug 30 60 5 10 15 30

Fr: frecuencia, %: porcentaje.

Anélisis: La susceptibilidad antimicrobiana del Staphylococcus aureus en la
interaccién con la ampicilina a una concentracion de 10 pg manifesté que tan solo
el 32% de las cepas aisladas (n= 16) fueron sensibles, sin embargo, el 68% restante
(n=34) se manifestaron como resistentes segun las recomendaciones establecidas
por el CLSI (2020), asi mismo al analizar la interaccion del agente bacteriano en
estudio a una concentracion de 2u de ampicilina se pudo evidenciar que del total de
aislamientos analizados el 30% (n=15) fueron resistentes en dicho estudio, sin
embargo el 60% (n=30) se manifestaron como resistentes a dicha concentracion,

adicionalmente se observo que el 10% (n=5) presentaron resistencia intermedia.
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Figura 6. Susceptibilidad antimicrobiana de la ampicilina frente a Staphylococcus

aureus causante de mastitis bovina.
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Discusién: Jiménez et al. (2020) en su investigacion de perfiles de resistencias por
parte del Staphylococcus aureus frente a ampicilina a 10ug obtuvo un 81.5% de
sensibilidad y un 18.5% de resistencia, Sanchez et al. (2018) de un total de 53
aislados el 60.3% (n=32) presentaron resistencia a la ampicilina de 10 ug, siendo
esta interaccion una de las que presentaron mayores indices de resistencia, Guzman
et al. (2021) de 32 aislados observé que presentaron resistencia a la ampicilina de
10pg un 86.6%, observando que al analizar molecularmente dichos aislados el 100%
presentaron el gen blaZ y un 36.6% resulto positivo para el gen mecA, dicho
hallazgo se encuentra fuertemente ligado a la presentacion fenotipica y genotipica
de resistencia a las penicilinas y betalactamicos por parte de la bacteria en estudio,
ya que le confiere la capacidad de generar Betalactamasas que inhiben el mecanismo

de accion de los farmacos betalactamicos.

Coincidiendo con lo antes mencionado ya que en la presente investigacion se pudo
observar que fenotipicamente los aislados se observaron en mayor medida como
resistentes en una proporcion del 68%, sin embargo, la presentacion de resistencias
es variable de una investigacion a otra presumiblemente debido a las condiciones de
exposicion a los antibioticos por parte de la bacteriay a la generacion de mecanismos

de resistencia originados por adaptabilidad genética.
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5.4.2. Andlisis de la actividad antimicrobiana de amoxicilina frente a

Staphylococcus aureus causante de mastitis bovina

Se analizo la distribucion de los halos de inhibicién obtenida del antibiograma de
amoxicilina a las concentraciones de 2ug y 10ug frente a las 50 cepas de

Staphylococcus aureus causante de mastitis bovina.

Tabla 20. Prueba de normalidad de los halos de inhibicidn del Staphylococcus
aureus frente a amoxicilina.

Pruebas de normalidad
Kolmogorov-Smirnov@ Shapiro-Wilk
Amo. — : T N *
Estadistico al Sig. Estadistico al Sig.
2 g .169 50 .001 .958 50 | .070 | NS
10 pg 136 50 022 .954 50 | .049 | NS

NS: efecto no significativo, Amo: Amoxicilina, gl: grados de libertad

Anélisis: De acuerdo con la prueba de normalidad de las concentraciones de 2ug y
10ug de amoxicilina frente a 50 (grados de libertad) cepas de Staphylococcus aureus
causante de mastitis bovina, el test de Shapiro-Wilk nos expresa que los halos de
inhibicién tienen una distribucion normal, observando un efecto no significativo

(p>0,05) por parte de las repeticiones en estudio.

5.4.2.1. Susceptibilidad antimicrobiana de amoxicilina frente a

Staphylococcus aureus causante de mastitis bovina
Los resultados obtenidos son comparados con los puntos de corte establecidos;

Tabla 21. Interpretacion y puntos de corte de la zona de inhibicion (mm) de las
penicilinas frente a Staphylococcus aureus causante de mastitis bovina.

Diametro del halo de inhibicion (mm)

Guia
: I

CLSI (10ug) 28 - 29

EUCAST (2ug) 13 14 15

R: resistente, I: intermedio, S: sensible
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Analisis: Segun el CLSI, (2020) considera como sensibles halos de inhibicién > 29
mm y resistente halos de inhibicion < 28 mm estipulado en el documento VETO01S
como referencia dichos puntos de corte para todas la penicilinas frente a
Stpahylococcus aures, asi mismo el EUCAST, (2022) recomienda para estudios in
vitro la aplicacion de 2 pg de amoxicilina mediante el método difusion en disco
donde es considerado como resistente halos de inhibicion de < 13 mm y sensible
halos de inhibicién > 15 mm.

Tabla 22. Susceptibilidad antimicrobiana de la amoxicilina frente a Staphylococcus
aureus causante de mastitis bovina.

Concentracion | Resistente Intermedio Sensible

Fr. % Fr. % Fr %
10 pg 30 60 - 20 40
2 ug 25 50 9 18 16 32

Fr: frecuencia, %: porcentaje.

Analisis: La susceptibilidad antimicrobiana del Staphylococcus aureus en la
interaccién con la amoxicilina una concentracion de 10 pg manifesto que tan solo el
40% de las cepas aisladas (n= 20) fueron sensibles, sin embargo, el 60% restante
(n=30) se manifestaron como resistentes segin las recomendaciones establecidas
por el CLSI (2020).

Al analizar la interaccion del agente bacteriano en estudio con amoxicilina a una
concentracion de 2 se pudo evidenciar que del total de aislamientos analizados el
32% (n=16) fueron resistentes en dicho estudio, sim embargo el 50% (n=25) se
manifestaron como resistentes a dicha concentracion, adicionalmente se observo que
el 18% (n=9) de los aislados presentaron resistencia intermedia, estos criterios

interpretativos fueron referenciados a lo estipulado por las guias establecidas.

Plumb (2017), cita que la amoxicilina en los rumiantes se puede lograr
concentraciones séricas mas elevadas que la ampicilina, generalmente debido a que
se absorbe mejor, este tipo de betalactamico se une a la carboxipeptidasa
transpeptidasas y endopeptidasas, las cuales estan involucradas en la sintesis de la

pared bacteriana, actuando mejor en fases activas de crecimiento bacteriano.
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Figura 7. Susceptibilidad antimicrobiana de la amoxicilina frente a
Staphylococcus aureus causante de mastitis bovina.
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Discusion: Turutoglu et al. (2006) en su investigacion de la resistencia a los
antibidticos por parte de Staphylococcus aureus causante de mastitis bovina, aislo
un total de 103 cepas de dicha bacteria, donde observé que la amoxicilina a 10ug
mostré un 54,4% (n=56) de sensibilidad y un 45,6% (n=47) de resistencia,
difiriendo de lo antes citado ya que en la presente investigaciéon a dicha
concentracion tan solo el 40% de los aislados se manifestaron como sensibles, siendo

menor a lo encontrado en la investigacion citada.

5.4.3. Andlisis de la actividad antimicrobiana de oxacilina frente a

Staphylococcus aureus causante de mastitis bovina.

Se analizd la distribucién de los halos de inhibicion obtenidos del antibiograma de
oxacilina a la concentracion de 1ug frente a las 50 cepas de Staphylococcus aureus

causante de mastitis bovina.

Tabla 23. Prueba de normalidad de los resultados obtenidos del antibiograma de
oxacilina a 1 pg frente a Staphylococcus aureus causante de mastitis bovina.

Pruebas de normalidad
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
T1: . . . - *
OX1 Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
228 50 .000 .855 50 .000 **

a: Correccidn de significacion de Lilliefors / OX1: oxacilina 1pg / **: efecto altamente significativo.
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Andlisis: De acuerdo con la prueba de normalidad del test de Shapiro-Wilk sobre
50 cepas de Staphylococcus aureus (grados de libertad) frente a oxacilina de 1pg
nos expresa que la distribucién de las medidas de los halos de inhibicion es
heterogénea, donde se observd un efecto altamente significativo (p<0,05), es decir
que las unidades experimentales no se comportaron similarmente ante el efecto

inhibitorio del farmaco en estudio.

5.4.3.1. Susceptibilidad antimicrobiana de oxacilina frente a

Staphylococcus aureus causante de mastitis bovina.

Los resultados obtenidos del diametro del halo de inhibicion fueron comparados
con los puntos de corte utilizados en la investigacion de Torres & Cercenado,

(2010) para Staphylococcus aureus causante de mastitis bovina.

Tabla 24. Punto de corte del Staphylococcus aureus frente a oxacilina.

Diametro del halo de inhibicion (mm)

Organismos
Sensible Intermedia Resistencia

S. aureus 13 11-12 10

Fuente: Torres & Cercenado, (2010).

Analisis: Para el analisis de la susceptibilidad antimicrobiana de la oxacilina a la
concentracion de 1pg frente a Staphylococcus aureus se establece como resistente
cuando existe evidencia de halos de inhibicion < 10 mm, resistencia intermedia con
evidencia de medidas de halos comprendidos entre 11 — 12 mm, y finalmente son
considerado como sensibles cuando los halos de inhibicion expresan medidas > 13
mm.

Tabla 25. Susceptibilidad antimicrobiana de la oxacilina frente a Staphylococcus
aureus causante de mastitis bovina

Resistente Intermedio Sensible
Concentracion
Fr. % Fr. % Fr %
1ug 18 36 20 40 12 24

Fr: frecuencia, %: porcentaje.
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Anélisis: En la tabla 25 se observa la susceptibilidad del Staphylococcus aureus a
la oxacilina de 1 pg, en donde el 36% (n=18) de los aislados presentaron resistencia,
asi mismo el 40% (n=20) de los aislamientos en estudio expresaron resistencia
intermedia y el restante 24% (n=12) de los aislados se exhibieron como sensibles a
dicho farmaco.

Figura 8. Porcentaje de susceptibilidad de la oxacilina frente a Staphylococcus
aureus causante de mastitis bovina.
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Discusion: Gomez et al. (2016), menciona que la aparicién de Staphylococcus
aureus resistente a la oxacilina se dio en 1960, sin embargo, la resistencia es
conferida por una proteina ligadora de penicilina (PBP2a) las cuales pueden ser
modificadas, basicamente es reconocido como un agente nosocomial presente en los
humanos y encontrado principalmente en condiciones hospitalarias, asi también
Hryniewicz & Garbaz (2017), mencionan que dentro de la resistencia a la oxacilina
puede expresarse una resistencia fenotipica homogénea o heterogénea la cual puede
ser expresada por toda la poblacion bacteriana o por una parte, siendo estos

considerados como Staphylococcus aureus Bordeline (BROSA).

Mediante la revision bibliografica antes citada ponemos en manifiesto que en la
presente investigacién se observd patrones de heteroresistencia por parte de la
bacteria en estudio, la cual fue comparada con el manual de pruebas de
susceptibilidad antimicrobiana (Stephen, 2005) para corroborar este tipo de
resistencia, ademas de observarse perfiles de multi-resistencia, ya que el
Staphylococcus aureus estudiado se presenté como resistente a la oxacilina y otros
betalactamicos, asumiendo de tal modo que los aislamientos se caracterizaron

fenotipicamente como S. aureus Meticilino resistente (SAMR).
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5.5.  Prevalencia del Staphylococcus aureus meticilino resistente (SAMR).

Para la deteccion del Staphylococccus aureus meticilino resistentes (SAMR) se
considerd la susceptibilidad a los beta-lactamicos segun las recomendaciones
impartidas por el CLSI, (2020) utilizandose el método de difusion de disco en placa
con discos de oxacilina de 1pg y cefoxitin de 30 pg, de igual forma se analizé la
distribucion de los halos de inhibicion de las 50 cepas en estudié frente a los
farmacos antes mencionados.

Tabla 26. Pruebas de normalidad para la deteccion del Staphylococcus aureus
meticilino resistente (SAMR) causante de mastitis bovina.

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk .
Estadistico | gl | Sig. | Estadistico | gl Sig.
Oxal 228 50 | .000 .855 50 000 | **
Cefox30 167 50 | .001 .965 50 139 | NS

a: Correccion de significacion de Lilliefors

Anélisis: De acuerdo con las pruebas de normalidad mediante el test de Shapiro-
Wilk se evidencié que la distribucion de las medidas de los halos inhibicion del
antibiograma con la utilizacién de oxacilina de 1jg es heterogénea, es decir que las
50 cepas en estudio se comportaron diferentemente frente al efecto inhibitorio de
los farmacos utilizados para este ensayo, mientras que la distribucion de las medidas
de los halos de inhibicién del antibiograma con la utilizacion de discos de cefoxitin
de 30ug se observé de una forma homogénea, es decir que los 50 Staphylococcus
aureus sometidos a dichos andlisis se comportaron de manera similar el uno con el
otro frente al efecto inhibitorio de dicho farmaco.

Tabla 27. Puntos de corte establecidos para el analisis de la susceptibilidad
antimicrobiana de cefoxitin (30ug) frente a Staphylococcus aureus.

Diametro de la zona de inhibicion (mm)
Organismos

S R

S. aureus 22 21

S: sensible, R: resistente.

Analisis: Para la estimacion de la prevalencia de Staphylococcus aureus meticilino

resistente, se tomd en cuenta las recomendaciones impartidas por el CLSI (2020),
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quien recomienda la utilizacion de un disco de oxacilina de 1jug y cefoxitin de 30ug,

detallandose en la tabla 24 y 27 los puntos de corte establecidos.

Tabla 28. Analisis de la susceptibilidad del Staphylococcus aureus causante de

mastitis bovina en estudio.

# Codigo OoX1 P.C CFOX 30 P.C
1 DO01Al 14 S 25 S
2 DO004Al 15 S 25 S
3 D004AD 14 S 25 S
4 EAO01AI 10 R 23 S
5 EAO002PI 9 R 22 5
6 EA003PD 12 [ 22 5
7 EAO04Al 12 [ 23 5
8 EAO004AD 11 [ 22 5
9 EAO05PI 12 [ 22 5
10 EAOQ09AI 11 [ 24 5
11 EAO010PI 10 R 19 R
12 ARO010PI 11 [ 24 5
13 ARO018PI 10 R 21 R
14 ACHO01AD 12 [ 22 5
15 ACHO002PD 10 R 20 R
16 RTO01PD 12 I 22 S
17 RTO02PA 16 5 24 S
18 RTO002AD 11 I 22 S
19 RTO03PD 15 S 26 S
20 RTO03AD 14 S 22 S
21 RTO04PI 16 S 24 S
22 RT004PD 16 S 25 S
23 RTOO5PI 15 S 24 S
24 RTO0O6AD 16 S 22 S
25 RTO06PD 17 S 23 S
26 SAO001PI 10 R 20 R
27 SA004PI 10 R 28 S
28 SA004PD 9 R 21 R
29 SARO01PI 12 [ 23 S
30 SAR002AD 16 S 22 S
31 SARO03AI 12 I 22 S
32 SARO004PI 11 I 22 S
33 SAR004PD 10 R 20 R
34 SARO05AD 11 I 22 S
35 SAZ009PI 12 I 20 R
36 SAZ010AD 10 R 17 R
37 SAZ011PD 11 I 23 S
38 SAZ018AD 10 R 21 R
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39 ATO001PD 11 [ 22 S
40 ATO001AD 12 [ 22 S
41 ATO002Al 10 R 20 R
42 AT002PD 10 R 21 R
43 ATO003AI 9 R 19 R
44 AT004PD 10 R 20 R
45 ATOO0S5PI 11 | 23 S
46 JMO001AD 12 | 22 S
47 JMO002PD 11 | 24 S
48 JMO03PD 10 R 20 R
49 JMO004PD 10 R 21 R
50 JMO004PI 10 R 19 R

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

Tabla 29. Prevalencia de la susceptibilidad antimicrobiana del Staphylococcus
aureus meticilino resistente.

Resistente Intermedio Sensible
Prueba
Fr. % Fr. % Fr. %
Oxacilina 18 36 20 40 12 24
Cefoxitin 16 32 - 34 68

Fr: frecuencia, %: porcentaje.

Analisis: al analizar la prevalencia de los Staphylococcus aureus meticilino
resistente (SARM) mediante el analisis fenotipico de la resistencia exhibida en el
antibiograma al interactuar con la oxacilina de 1ug y cefoxitin de 30ug,
fundamentandose con las recomendaciones del CLSI como la primera referencia
para considerar la expresion del gen mecA, el cual le confiere la capacidad de resistir

al mecanismo de accion de los beta-lactdmicos en su mayoria.

En el presente estudio se pudo evidenciar que de un total de 50 cepas de
Staphylococcus aureus el 36% de los aislados son resistente a la oxacilina de 1jg,
el 40% se exhibieron con resistencia intermedia, y 24% restante fueron sensibles.
La susceptibilidad mediada por cefoxitin de 30ug frente a 50 cepas de
Staphylococcus aureus se pudo observar que el 32% de los aislados son resistentes

y finalmente el 68% de los aislados son sensibles.
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Ardanuy et al. (2011), menciona que el cefoxitin es un potente inductor del sistema
regulatorio del gen mecA, este farmaco permite poner en manifiesto su expresion,
ademas la aplicacion de cefoxitin mediante el método de Kirby Bauer permite
confirmar la resistencia a los betalactdmicos por parte de las cepas que
conjuntamente presenten heteroresitencia a la oxacilina.

Figura 9. Porcentaje de susceptibilidad antimicrobiana del Staphylococcus aureus
meticilino resistente (SAMR).

80%

70%

60% 68%

50%

40%
40%
30%

20% 24%

10%
0

0%
OX1 CEFOX30

mBR | =S

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

Discusidn: Tesfaye et al. (2021) en su estudio menciona que de 121 muestras de
leche con mastitis se identific6 a Staphylococcus aureus en 37 de ellas
correspondiendo proporcionalmente al 30.6% de los aislados totales, de dicho
aislados 12 que corresponde proporcionalmente al 32.4% fueron identificado como
cepas de Staphylococcus aureus meticilino resistentes (SAMR), de este antecedente
encontraron que 5 cepas fueron resistentes a dos 0 mas betalactamicos. Asi mismo
Jiménez et al. (2020), en su investigacion de perfiles de resistencia del
Staphylococcus aureus donde aislo 36 cepas de las cuales el 92.3% fueron sensibles
y 7.7% resistentes a la oxacilina de 1ug, evidencié que a cefoxitina obtuvo un
95.4% de sensibilidad y un 4.6 % de resistencia, difiriendo de las publicaciones
citadas ya que en la presente se obtuvo una prevalencia del 32% de Staphylococcus

aureus meticilino resistentes.

Lopez et al. (2015) en su investigacion donde propuso la deteccion de cepas de

Staphylococcus aureus meticilino resistentes de leche bovina, observé que el 73%
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(n=63) de los aislados fueron sensibles, el 7% (n=6) presentaron resistencia
intermedia y el 20% (n=17) restantes presentaron resistencia a la oxacilina de 1ug,
en el caso de cefoxitin se pudo observar que 95.3% (n=81) de los aislados fueron
sensibles y el 4.7% (n=4) resistentes. Mediante la revision bibliografica de las
diferentes publicaciones antes citadas se observé variacion en la susceptibilidad
antimicrobiana evidencidndose diversidad en los patrones de resistencia del
Staphylococcus aureus causante de mastitis, causando complicaciones en los

cuadros de curacion de la mastitis bovina.

5.5.1. Relacién de los métodos utilizados para la deteccion de cepas de
Staphylococcus aureus meticilino resistentes (SAMR) causante de mastitis

bovina

Mediante el analisis de normalidad observada en la presente investigacion en la
tabla 26 se aprecia una distribucién heterogénea, es decir que no se presenta una
relacion proporcional entre los criterios interpretativos de susceptibilidad de la
oxacilina y cefoxitin para la deteccion de Staphylococcus aureus meticilino
resistentes, de tal manera se realiz6 una correlacion de Rho-Spearman para evaluar

la relacion (variables aleatorizadas) de los dos farmacos usados.

Tabla 30. Correlacion de Rho de Spearman entre los métodos utilizados.

Correlaciones
- . Cefox 30
Coeficiente de correlacion X**
637
Rho de
spearman | O Sig. (bilateral) 000
N 50

**_La correlacion es significativa en el nivel 0,01 (bilateral).

Analisis: En la tabla 30 podemos ver la correlacion Rho de Spearman, la misma
gue nos expresa que existio0 una correlacion positiva moderada (0.64),
determinando que existe una asociacion altamente significativa entre los resultados
de oxacilina con los resultados de cefoxitin, para el establecimiento del criterio
interpretativo que permite saber si las cepas resistentes a oxacilina son resistentes a

cefoxitin y otros betalactdmico, y si se encuentra expresandose el gen mecA.
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5.6.

Patrones de resistencia encontrados mediante el analisis del antibiograma por el método difusion de disco de los
farmacos en estudio.

Tabla 31. Resultados obtenidos del antibiograma de los farmacos en estudio.

T1 T2 T3 T4 T5
# Cddigo | Oxacilina | P.C | Amoxicilina | P.C | Amoxicilina | P.C | Ampicilina | P.C | Ampicilina | P.C | Cefoxitin | P.C
1ug 2ug 10pg 2ug 10pg 30ug

1 DO01AlI 14 S 15 S 32 S 14 | 34 S 25 S
2 DO04AI 15 S 18 S 30 S 15 S 35 S 25 S
3 DO04AD 14 S 16 S 32 S 15 S 34 S 25 S
4 EAOQ01AI 10 R 13 R 25 R 11 R 27 R 23 S
5 EAOQ02PI 9 R 12 R 26 R 11 R 26 R 22 S
6 EAQ003PD 12 [ 13 R 29 S 10 R 28 R 22 S
7 EAOQ04AI 12 [ 14 | 23 R 12 R 26 R 23 S
8 EAO004AD 11 | 13 R 24 R 12 R 28 R 22 S
9 EAQO05PI 12 | 14 | 25 R 15 S 29 S 22 S
10 EAOQ09AI 11 | 14 | 28 R 14 | 28 R 24 S
11 EAOQ10PI 10 R 12 R 26 R 13 R 26 R 19 R
12 AROQ10PI 11 | 13 R 28 R 14 | 29 S 24 S
13 ARO018PI 10 R 11 R 29 S 11 R 27 R 21 R
14 | ACHO01AD 12 | 13 R 30 S 14 [ 27 R 22 S
15 | ACHO002PD 10 R 13 R 27 R 13 R 26 R 20 R
16 RTO01PD 12 | 12 R 29 S 13 R 29 S 22 S
17 RTO02PA 16 S 15 S 31 S 15 S 34 S 24 S
18 RT002AD 11 | 13 R 28 R 16 S 29 S 22 S
19 RTO03PD 15 S 15 S 27 R 16 S 28 R 26 S
20 | RTO003AD 14 S 16 S 30 S 17 S 29 S 22 S
21 RTO04PI 16 S 18 S 29 S 15 S 29 S 24 S
22 RT004PD 16 S 15 S 30 S 14 [ 30 S 25 S
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23 RTOO5PI 15 S 17 S 29 S 15 S 28 R 24 S
24 | RTO06AD 16 S 17 S 32 S 16 S 28 R 22 S
25 RT006PD 17 S 16 S 30 S 15 S 30 S 23 S
26 SA001PI 10 R 12 R 25 R 12 R 25 R 20 R
27 SAQ04PI 10 R 13 R 27 R 11 R 27 R 28 S
28 SA004PD ) R 13 R 26 R 12 R 26 R 21 R
29 | SARO001PI 12 I 14 I 29 S 12 R 27 R 23 S
30 | SAR002AD 16 S 15 S 30 S 15 S 30 S 22 S
31 | SARO003AI 12 I 15 S 29 S 13 R 27 R 22 S
32 | SARQ04PI 11 I 14 I 25 R 16 S 27 R 22 S
33 | SAR004PD 10 R 12 R 24 R 11 R 23 R 20 R
34 | SARO05AD 11 I 13 R 20 R 10 R 25 R 22 S
35 | SAZO09PI 12 I 12 R 27 R 11 R 26 R 20 R
36 | SAZ010AD 10 R 11 R 20 R 10 R 26 R 17 R
37 | SAZ011PD 11 I 13 R 24 R 12 R 24 R 23 S
38 | SAZ018AD 10 R 14 I 26 R 13 R 24 R 21 R
39 | ATO001PD 11 I 13 R 25 R 12 R 30 S 22 S
40 | ATOO01AD 12 I 13 R 29 S 13 R 31 S 22 S
41 ATO02Al 10 R 12 R 27 R 11 R 19 R 20 R
42 | ATO002PD 10 R 14 I 27 R 12 R 21 R 21 R
43 ATO03AI 9 R 13 R 28 R 13 R 23 R 19 R
44 | ATO004PD 10 R 11 R 29 S 11 R 22 R 20 R
45 ATOO05PI 11 I 10 R 29 S 12 R 21 R 23 S
46 | JMO01AD 12 | 14 | 25 R 13 R 29 S 22 S
47 | JM002PD 11 | 15 S 26 R 13 R 27 R 24 S
48 | JMO003PD 10 R 14 I 26 R 15 S 25 R 20 R
49 | JM004PD 10 R 15 S 27 R 12 R 27 R 21 R
50 JMO004PI 10 R 16 S 26 R 15 S 28 R 19 R
R: resistente, I: intermedio, S: sensible. Sensibilidad. Resistencia [ Otraresistencia [
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Tabla 32. Patrones de resistencias encontrados en al antibiograma

Criterios interpretativos . Pecini!asa 0
SAMR Ninguna mutacion de
en los puntos de corte I .

as mismas

S 12 (24%)

R 16 (32%)
I/R(betalactamicos) 0
+S(Cefox) 22 (44%)
Total 50 (100%)

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

Analisis: De acuerdo con el andlisis realizado en la tabla 31 y 32, observamos que
16 cepas (32%) expresaron resistencia a todos los betalactamicos en estudio, siendo
consideradas como Staphylococcus aureus meticilino resistentes, asi miso 22 cepas
(44%) expresan otro patron de resistencia mediada por la produccion de
penicilinasas o modificacion de las proteinas fijadores de penicilinasa (PBP 1, 2 0
4) extra cromosdmicamente y tan solo 12 cepas (24%) expresaron sensibilidad a la
familia de los betalactamicos.

Figura 10. Frecuencia de los patrones de resistencia antimicrobiana encontradas
por parte del Staphylococccus aureus causante de mastitis bovina.

O TeSTteCia
Sensible | ——

SARM - s 3

0 2 4 6 8 10 12 14
Chavez = Mazén & Mazén

SARM: Staphylococcus aureus meticilino resistente.

Analisis: Infiriendo de tal modo que mediante el estudio de resistencia a los
betalactamicos desarrollado en la presente investigacion de los aislamientos
obtenidos de la investigacién de Mazon & Mazén (2022), observando que 3 de 25
cepas de Staphylococcus aureus meticilino resistentes, 11 de 25 cepas con
sensibilidad a todos los betalactdmicos y finalmente 11 de 25 aislados con otros
mecanismo de resistencia, asi mismo de los aislados de Chavez (2022) apreciando
que 13 de 25 aislados reconocidos como SARM, 1 de 25 con sensibilidad y 11 de

25 aislados con otro mecanismo de resistencia.
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CAPITULO VI
VI. COMPROBACION DE HIPOTESIS

Por medio del andlisis estadistico ejecutado en los valores obtenidos de las variables
propuestas, mediante el estadistico Chi-Cuadrado de Pearson, se logrd evidenciar
la existencia de una interaccion altamente significativa (**) con un intervalo de
95% de confianza (P<0.05), por lo tanto se rechaza la hipétesis nula y se acepta la
hipétesis alterna, la misma que nos expresa; Existe resistencia antimicrobiana por
parte de Staphylococcus aureus aislados de mastitis bovina a la meticilina,
amoxicilina y ampicilina.

Tabla 33. Frecuencias obtenidas de los analisis de susceptibilidad antimicrobiana
del Staphylococcus aureus causante mastitis bovina

Criterio Puntos de corte

Tratamiento | Intermedio Resistente Sensible Total

Amoxicilina | 9 9% 55 | 55% | 38 38% 100 | 100%

Ampicilina 5 5% 64 | 65% | 31 31% 100 | 100%

Cefoxitin 0 0% 16 | 32% | 34 68% 50 | 100%

Oxacilina 20 40% 18 | 36% | 12 24% 50 | 100%

Total 34 |11.33% | 153 | 51% | 113 | 37.67% | 300 | 100%

Tabla 34. Resultados de la prueba de Chi-cuadrado

Estadistico G.L Valor Prob.
Chi-cuadrado 6 71.26 <.0001 **
Chi-cuadrado de
ratio 6 62.04 <.0001 **
verosimilitud
Chi-cuadrado
Mantel-haenszel 1 3.40 0.0649
Coeficiente Phi 0.4874

**: efecto estadistico altamente significativo.
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CAPITULO VII
VII. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
7.1. Conclusiones

o La activacion e identificacion satisfactoriamente 50 Staphylococcus aureus
provenientes de muestras de leche clinicamente positiva a mastitis bovina, del
cepario del Laboratorio General, permiten determinar la viabilidad de los procesos
de conservacion de microorganismos, ademas, las cepas coincidieron con los

patrones de identificacion utilizados en la presente investigacion.

o En la actividad antimicrobiana se evidencia que existe diferencias
estadisticas altamente significativas (p<0.05) entre tratamientos, tomando en cuenta
las recomendaciones estipuladas por el CLSI que establece lo siguiente: para
pruebas de susceptibilidad del Staphylococcus aureus al exponerse a laamoxicilina
y ampicilina, estos farmacos deben contener una concentracién de 10ug, ya que sus
puntos de corte estan calibrados a esta concentracion, en la presente investigacion,
donde se demostré que mas del 50% de los Staphylococcus aureus aislados se

exhibieron como resistentes a la concentracion considerada.

o Al evaluar los farmacos Amoxicilina y Ampicilina con una concentracion
de 2ug, recomendacion tomada de la guia EUCAST, se observo resistencia a estos
antibidticos en un 50% de la poblacion de los aislados sometidos al estudio, siendo
estos, mas resistentes a la ampicilina ya que su proporcion de cepas resistentes fue
mayor (60%).

o La estimacion de la prevalencia del SAMR por medio de la actividad
antimicrobiana segun las recomendaciones del CLSI, (2020) el Staphylococcus
aureus meticilino resistente se evidencié en un 32%, ya que los patrones de
resistencia analizados pusieron en manifiesto que esta proporcion de
Staphylococcus aureus son resistentes a los farmacos recomendados para la
identificacion fenotipica de SAMR (Oxacilina 1ug, Cefoxitin 30ug, Amoxicilina 'y
Ampicilina de 2ug y 10ug).
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7.2.  Recomendaciones

o Identificar molecularmente mediante PCR los aislados obtenidos de las
investigaciones de Chéavez y Mazdén & Mazo6n utilizados en la presente
investigacion, con la finalidad de descartar otras especies de Staphylococcus para

estudios microbiologicos posteriores.

o Realizar estudios moleculares mediante PCR de los Staphylococcus aureus
reconocidos como meticilino resistente (SAMR) para la deteccion de los genes
mecA, blaZ que al expresarse les confieren a estas bacterias la resistencia a la
mayoria de los betalactamicos incluyendo los de Gltima generacion.

o Realizar un estudio de epidemiologia molecular comparativo que permita
establecer las diferencias moleculares encontradas en el Staphylococcus aureus
meticilino resistente aislado de mastitis bovina con el que numerosas

investigaciones determinan como nosocomial humano.
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ANexos



Anexo 1. Lugar de investigacion.

La presente investigacion se realizd en el laboratorio general seccion de

microbiologia de la Facultad de Ciencias Agropecuaria, Recursos Naturales y del
Ambiente, de la Universidad Estatal de Bolivar.

Fuente: Google maps (2022).



Anexo 2. Base de datos

T1 T2 T3 T4 T5 T6
.- . . . CFOX
# Caodigo OX1 | Amox2 Amox10 | Ampi2 | Ampil0 | Testigo 30
1 DOO01Al 14 15 32 14 34 6 25
2 D0O04Al 15 18 30 15 35 6 25
3 DO004AD 14 16 32 15 34 6 25
4 EAOQ01AI 10 13 25 11 27 6 23
5 EAQ02PI 9 12 26 11 26 6 22
6 EAQ003PD 12 13 29 10 28 6 22
7 EAOQ04AI 12 14 23 12 26 6 23
8 EAQ004AD 11 13 24 12 28 6 22
9 EAQ05PI 12 14 25 15 29 6 22
10 EAOQ09AI 11 14 28 14 28 6 24
11 EAOQ10PI 10 12 26 13 26 6 19
12 ARO010PI 11 13 28 14 29 6 24
13 ARO018PI 10 11 29 11 27 6 21
14 | ACHO01AD 12 13 30 14 27 6 22
15 | ACH002PD 10 13 27 13 26 6 20
16 | RTO001PD 12 12 29 13 29 6 22
17 | RTO002PA 16 15 31 15 34 6 24
18 | RT002AD 11 13 28 16 29 6 22
19 | RTO003PD 15 15 27 16 28 6 26
20 | RTOO03AD 14 16 30 17 29 6 22
21 RT004PI 16 18 29 15 29 6 24
22 | RT004PD 16 15 30 14 30 6 25
23 RTOO05PI 15 17 29 15 28 6 24
24 | RTO06AD 16 17 32 16 28 6 22
25 | RT006PD 17 16 30 15 30 6 23
26 SA001PI 10 12 25 12 25 6 20
27 SA004PI 10 13 27 11 27 6 28
28 | SA004PD 9 13 26 12 26 6 21
29 | SARO001PI 12 14 29 12 27 6 23
30 | SAR002AD 16 15 30 15 30 6 22
31 | SARO003AI 12 15 29 13 27 6 22
32 | SARO004PI 11 14 25 16 27 6 22
33 | SAR004PD 10 12 24 11 23 6 20
34 | SAR005AD 11 13 20 10 25 6 22
35 | SAZO009PI 12 12 27 11 26 6 20
36 | SAZ010AD 10 11 20 10 26 6 17
37 | SAZ011PD 11 13 24 12 24 6 23
38 | SAZ018AD 10 14 26 13 24 6 21
39 | ATO001PD 11 13 25 12 30 6 22
40 | ATO001AD 12 13 29 13 31 6 22
41 | ATO002Al 10 12 27 11 19 6 20
42 | ATO002PD 10 14 27 12 21 6 21
43 | ATO003Al 9 13 28 13 23 6 19
44 | ATO004PD 10 11 29 11 22 6 20
45 ATO05PI 11 10 29 12 21 6 23
46 | JMO01AD 12 14 25 13 29 6 22
47 | JMO002PD 11 15 26 13 27 6 24
48 | JMO003PD 10 14 26 15 25 6 20
49 | JMO004PD 10 15 27 12 27 6 21
50 JMO04PI 10 16 26 15 28 6 19




Anexo 3. Fotografias de la investigacion

Fotografia 1: Proceso de tincion de gram  Fotografia 2: Proceso de tincion de gram

Fotografia 3: resultado de la tincion de
gram

Fotografia 4: Prueba de coagulasa.

Fotografia 5: Medicion de la escala Fotografia 6: Siembra de los discos de
MacFarland inhibicion.



Fotografia 7: Actividad antimicrobiana,
resistencia heterogénea a la oxacilina

Fotografia 9: Discos de amoxicilina 'y Fotografia 10: Discos de inhibicion de
ampicilina a 2ug Cefoxitin y oxacilina.

Fotografia 11: Discos de cefoxitin 30ugy  Fotografia 12: Visita de campo por parte
oxacilina 1ug del tribunal
Anexo 4. Glosario de términos.



ACTIVACION MACROFAGOS: Proceso de alteracion de la morfologia y la
actividad funcional de los macrdfagos para que se tornen avidamente fagociticos.
Se inicia por las linfocinas, tales como el factor de activacion macrofagica (FAM)
y el factor de inhibicion de la migracion del macréfago (FIMM), por complejos

inmunes, el C3b y varios péptidos, polisacaridos y adyuvantes inmunoldgicos.

ADN-A: Forma de ADN de doble hebra estable en condiciones de deshidratacion,
que se encuentra en cristales y soluciones que tienen concentraciones salinas altas
o0 alcohol en el soluto. Tiene una hélice mas compacta que el ADN-B, con una
ranura estrecha profunda y considerable, una ranura ancha menor y superficial, y
un centro vacio. Los complejos de ADN: ARN y el ARN de hebra doble también

asumen esta forma.

ANTIBIOGRAMA: El antibiograma es la prueba microbioldgica que se realiza
para determinar la susceptibilidad (sensibilidad o resistencia) de una bacteria a un
grupo deantibidticos. Las técnicas de antibiograma son las utilizadas en el
laboratorio de microbiologia para estudiar la actividad de los antimicrobianos

frente a los microorganismos responsables de las infecciones.
BACTEREMIA: Presencia de bacterias circulando en la sangre.

BACTERIA: Las bacterias son microorganismos procariotas que presentan un
tamafnode unos pocos micrometros (por lo general entre 0,5 y Sum de longitud) y
diversas formas, incluyendo filamentos, esferas (cocos), barras (bacilos),

sacacorchos (vibrios)y hélices (espirilos).

BACTERIAS COLIFORMES: Familia de bacterias gram negativas,
facultativamente anaerobicas, con forma de varilla, que no forman endosporas. Sus
organismos se distribuyen en todo el mundo; algunos son sapréfitos y otros son
plantas y animales parasitos. Muchas especies son de gran importancia econémica

debido a sus efectos patogénicos en la agricultura y el ganado.

BIOPELICULA: Capa delgada de células vivientes, generalmente

microorganismos, que recubre una superficie.



CELULAS PLASMATICAS: Formas especializadas de linfocitos B productores
de anticuerpos. Sintetizan y segregan inmunoglobulinas. Se encuentran en los
organos linfoides y en los sitios donde se produce la respuesta inmune,

normalmente no circulan en la sangre o linfa.

CELULAS PROCARIOTICAS: Células como las de las bacterias y algas verdes
azules carentes de una membrana nuclear de manera que el material nuclear esta

diseminado en el citoplasma o se retne en la region nucleoide.

CLIVAJE CELULAR: Serie de divisiones mitoticas de un cigoto de una sola
célula durante las primeras etapas de la embriogénesis.

CMI: Es la menor concentracién de antibiotico capaz de inhibir el crecimiento de
105bacterias en 1 mL de medio de cultivo, tras 18-24 h de incubacion. Se clasifica

la sensibilidad de un germen frente a un antibiético en funcion de sus respectivas.

COCULTIVO: Técnica de cultivo que consiste en mezclar varios tipos de células
in vitro para permitir interacciones sinérgicas 0 antagonistas, como en la

diferenciacion celular o apoptosis.

DESINFECCION: Proceso o tratamiento quimico que destruye la mayoria de los

microorganismaos.

ELEMENTOS DE RESPUESTA: Secuencias de nucleétidos, generalmente al
inicio de la cadena, que son reconocidas por factores de transcripcion reguladores
especificos, provocando la respuesta del gen a los distintos agentes reguladores.
Estos elementos pueden encontrarse tanto en regiones promotoras como

intensificadoras.

ENTEROTOXINAS: Sustancias que son toxicas para el tracto intestinal y causan

vomitos, diarrea, etc. Las enterotoxinas mas comunes las producen bacterias.

EPIDEMIOLOGIA: Estudio de los diversos factores que influyen en la
ocurrencia, distribucion, prevencion y control de enfermedades, lesiones y otros

eventos relacionados con la salud en una poblacion determinada.

GRASA LACTEA: Componente lipido de la leche producido por la vaca,
constituido mayormente por glicéridos que contienen &cidos butiricos, oleico, y

palmitico.



HABITATS: Elementos y condiciones externos que rodean, influyen y afectan la
vida y el desarrollo de un organismo o poblacion.

LACTACION: Procesos de secrecion de leche por las glandulas mamarias
maternales despues del parto. La proliferacion del tejido glandular mamario, la
sintesis de leche, y la expulsion o bajada de la leche son reguladas por las
interacciones de varias hormonas incluyendo estradiol, progesterona, prolactina, y

oxitocina.

LECHE CRUDA: Leche fresca no procesada, tal como viene de una vaca, cabra u

otro mamifero.

LECHE ESTERILIZADA: Leche que ha sido calentada a una temperatura y por
un tiempo que mata todas las bacterias y esporas, dandole un tiempo de duracion

mas extenso.

MASTITIS: La mastitis es una enfermedad multicausal, habiéndose identificado
masde 80 especies de bacterias, hongos, mycoplasmas y algas capaces de causar

infecciones intramamarias (11IM).

MEDIOS DE CULTIVOS: Son medios que proporciona condiciones adecuadas

enbase a sus nutrientes para el desarrollo y crecimientos de microorganismos.

OBTENCION DE LA IMPRONTA de ADN Definicion Método para determinar
la secuencia de especificidad de proteinas de unién a ADN. Para la obtencion de la
impronta de ADN se utiliza un agente lesivo (un reactivo quimico o una nucleasa)

que divide el ADN en cada par de base.

PANCREATINA: Extracto pancreatico de mamifero compuesto por enzimas con

actividades de proteasa, amilasa y lipasa.

PASTEURIZACION: Proceso en el cual se calienta la leche u otros liquidos para
eliminar microorganismos que pueden causar enfermedades o deterioro, al tiempo

que se minimizan los cambios quimicos que afectan el sabor o el aroma.
PATOGENOS: Son capaces de causar infecciones en un huésped susceptible

PATOTIPOS: Poblaciones de la misma especie que difieren por su capacidad

patogénica.



PROTEINAS TRANSMEMBRANA: Proteinas de la membrana que recorre toda

la membrana celular desde la superficie interna.

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA: Método in vitro para
producir grandes cantidades de fragmentos especificos de ADN o ARN de longitud
y secuencia definidas a partir de pequefias cantidades de secuencia flanqueantes del

oligonucle6tido (primers).

RESISTENCIA FARMACOLOGICA: Se produce cuando las células
cancerosas 0 los microorganismos, como bacterias o virus, no responden a un

medicamento que porlo general los debilita o destruye.

SEROTIPOS: Subdivision de una especie o subespecie que se distingue de otra,

como las cepas, basandose en la antigenicidad.

SIEMBRAS DE MICROORGANISMOS: Sembrar o inocular es introducir

artificialmente una porcion de muestra (inoculo) en un medio adecuado.



