._:.BENEMERITA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE PUEBLA
- [ ] [ ]
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS o —-/L.._.\ °
® jcuap ©
% N
D de (ienc®®

CENTRO DE INVESTIGACIONES EN CIENCIAS
MICROBIOLOGICAS

PATOGENOS CAUSANTES DE MASTITIS EN
GANADO BOVINO LECHERO DEL MUNICIPIO
DE SAN SALVADOR EL SECO, PUEBLA.

TESIS PRESENTADA PARA OBTENER EL
TITULO DE LICENCIATURA EN QUIMICO
FARMACOBIOLOGO

PRESENTA
CRISTINA SANCHEZ PEREZ

DIRECTOR: DC. RICARDO MUNGUIA PEREZ.

ASESOR: MC. GLORIA LEON TELLO.
JUNIO 2016




Indice

1 Resumen
2 Introduccidn
3 Marco tedrico
3.1 Anatomia y fisiologia de la glandula mamaria
3.2 Generalidades de la mastitis
3.3 Tipos de mastitis
3.4 Desarrollo de la infeccion
3.5 Mecanismo de transmision
3.6 Etiologia
3.7 Métodos para diagnosticar mastitis
3.8 Generalidades de bacterias causantes de mastitis con mayor frecuencia
3.9 Generalidades de levaduras causantes de mastitis.
4 Marco de referencia
5 Planteamiento del problema
6 Justificacion
7 Objetivos
8 Disefio de estudio
9 Materiales y metodologia
10 Diagrama general de trabajo
11 Resultados y discusién
11.1 Hongos Y bacterias aislados en muestras de leche bovina.
11.2 Sensibilidad antifangica.
11.3 Sensibilidad antimicrobiana
12 Conclusiones
13 Bibliografia

Anexo 1: Hongos filamentosos aislados en muestras de leche bovina.

Anexo 2: Antibiéticos y antiflngicos utilizados para el antibiograma y antifungigrama

© 00 0O N OO &~ B W WOWODN P

DA DN D OWOWWN NN R R R R R
N O N O 00N O © N O 0o N o U1 w o



1. Resumen

La mastitis es una infeccidn intramamaria que afecta al ganado bovino lechero y a la calidad
de la leche, generando pérdidas econdmicas en los productores; las levaduras han incursionado
como emergentes de esta infeccién, principalmente por un inadecuado tratamiento
farmacoldgico. El objetivo de este trabajo fue aislar e identificar los agentes causales de
mastitis y determinar la sensibilidad de los pat6genos en las muestras frente a los diferentes
antibidticos y antifngicos utilizados en el tratamiento. Se recabaron 52 muestras de diferentes
ranchos del municipio de San Salvador el Seco, Puebla. El aislamiento e identificacion
bioquimica de bacterias fueron por métodos microbiol6gicos convencionales, usando agar sal
y manitol, agar sangre de carnero al 5 %, incubando a 37°C de 24 a 48-h en condiciones
anaerobias y aerobias; la identificacion de especies fue mediante pruebas bioquimicas. Para el
aislamiento e identificacion bioquimica de hongos levaduriformes por métodos
convencionales, se utilizé agar dextrosa Sabouraud y micobidtico, incubandoa28 °Cde5a7
dias. La identificacion de especies se llevd a cabo por pruebas bioguimicas, CHROMagar
Candida BD® y Auxocolor ® Bio-Rad. Por Gltimo se realizé el antifungigrama y antibiograma
de acuerdo a las especificaciones establecidas por el CLSI, para el método de Kirby-Bauer. Se
identificaron levaduras como Candida glabrata (46 %), C, cruzei (25 %), y C, lipolityca (4%);
Rodhotorula rubra (13 %) y Rodhotorula glutins (4%). Asi como Staphylococuccus
saprophyticus (29 %), Staphylococuccus aureus (24%), Staphylococcus hominis (19%),
Staphylococcus epidermidis (14%) y Streptococcus disgalactiae (14%). Las pruebas de
sensibilidad, mostraron casi un cien por ciento de efectividad para anfotericina B, ketoconazol
y nistatina ante las diferentes especies levaduriformes, sin embargo, fluconazol y 5-
fluorocitocina no lograron causar ningun efecto sobre Cryptococcus laurenty, Rhodotorula
rubra, R. glutinis. Respecto a las bacterias, S. aureus y S. epidermidis, mostraron resistencia a
oxacilina y dicloxacilina, asi como S. hominis a gentamicina y aun se siguen aplicando en la
terapia bovina para mastitis, lo cual atenta directamente a la salud del ganado bovino y por

ende al consumidor de leche cruda.




2. Introduccion

La mastitis es una infeccién intramamaria de alta frecuencia en ganado lechero, que genera
cuantiosas pérdidas econdmicas a los productores de leche asi como también perjudica la
calidad de la leche. Se estima que esta enfermedad ha dejado una pérdida total de $30,966.34

anual a nivel nacional en el 2009.

Esta infeccion es causada por microorganismos que se encuentran en el ambiente y que son
favorecidos gracias a las malas practicas de ordefio, como es el sobre ordefio, no usar sellador,
falta de higiene en los pezones, utilizar la misma jerga para secar los pezones, etc.

Los microorganismos causantes de esta infeccion son principalmente bacterias como
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Corynebacterium spp, Mycoplasma spp,
Streptococcus uberis, Streptococcus equinus, especies del género Enterococcus y
enterobacterias como Escherichia coli, Klebsiella por mencionar algunas. Sin embargo, en los
ultimos afos se han presentado casos de mastitis causados por hongos como son Candida sp,
Cryptococcus sp, Trichosporon sp, Geotrichum sp, Aspegillus fumigatus. Una de las causas de
este problema, son los tratamientos antimicrobianos prolongados, al mismo tiempo la

condicionante para generar resistencia a los diferentes tratamientos.

El personal que hace la labor de extraccion de este alimento, es el afectado secundario puesto
gue se encuentra en contacto directo con el animal por lo que tiene una alta probabilidad de

contagio.




3. Marco teorico

3.1 Anatomia y fisiologia de la glandula mamaria

La ubre de la vaca se encuentra localizada en la parte toracica, conformada por cuatro

glandulas (cuartos), de tejido epitelial. Cada glandula se encuentra separada entre si por una

membrana delgada ubicada en el centro de la ubre unida al abdomen de la vaca. Por lo que

cada cuarto es una unidad totalmente independiente unida a su pezon.

Tejido mamario

El parénquima est4 formado por una serie de
estructuras huecas denominadas alveolos, cada
alveolo esta cubierto por una capa de células
epiteliales que son las encargadas de secretar
leche (figura 1). La parte externa del alveolo
estd formada por una capa de células
mioepiteliales. Estos alveolos se agrupan en
densos racimos dentro de una capsula
intersticial formando los lobulillos semejante a
un racimo de uvas (contiene 150 a 220 alveolos
aproximadamente) y estos se agrupan a la vez
en lobulos que se separan entre si por septos
fibrosos. Todos estos conductos colectores
desembocan en la parte glandular de la cisterna
donde se va almacenar parte de la leche
producida, de aqui el conducto continuo al
canal del pezon (Carvanca et al, 2005). Papila
de la mama o pezdn es un deposito con un

hueco que comunica al exterior mediante el

LOBULO

CISTERNA DE
LA UBRE

CISTERNA DEL PEZON

CELULAS
EPITELIALES

LUMENN

Figura 1. Estructura interna de la ubre
Fuente: (SENA, 2015)
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Esfinter papilar
Figura 2. Estructura del pezon.
Fuente: (Carvanca y col, 2005)

conducto papilar formado por pliegues mucosos en combinacién con el esfinter papilar, que

impide que la leche sea expulsada pasivamente (Carvanca et al, 2005). (Figura 2)

'



3.2 Generalidades de la mastitis

Definicion

El término mastitis se deriva de las palabras griegas “mastos”, que significa “pechos” e “itis”
que quiere decir “inflamaciéon de”. Se define a mastitis como un proceso inflamatorio de la
glandula mamaria y sus tejidos secretores generando un descenso en la produccién de leche
con ello alterando su composicion. Es probablemente la mas costosa de las enfermedades
infecciosas que afecta al ganado lechero (Pastor et al, 2008). Se caracteriza por la entrada de
células somaticas, principalmente neutréfilos polimorfonucleares (PMN), a la glandula
mamaria y por un aumento en el contenido de proteasa en la leche producida (Fernandez et al,
2012). Esta enfermedad, es reconocida cominmente por signos clinicos, principalmente por
los cambios en la ubre y leche. Los sintomas incluyen la disminucion de leche, el aumento en
el nimero de leucocitos, composicion, apariencia de la leche, cuartos mamarios enrojecidos,

tumefaccion y fiebre (Fernandez et al, 2012).

3.3 Tipos de mastitis
La mastitis bovina en términos generales se clasifica por la intensidad de la infeccion.

Mastitis subclinica

La mastitis subclinica es una enfermedad altamente contagiosa en ganado lechero causante
principal de pérdidas economicas (Fernandez et al, 2012). La mastitis subclinica ocurre
cuando un microorganismo patdgeno infecta a uno 0 mas cuartos; sin embargo, no dafian
facilmente los alveolos, por lo que es dificil detectar por el operario debido a que la ubre y la
leche se ven sin ninguna alteracidn por lo que no se detecta de inmediato. Se puede identificar
en la disminucion en el volumen de la leche y conteo de células somaticas elevadas presentes

en la leche.

Mastitis clinica

La mastitis clinica es una anormalidad en la glandula mamaria de la vaca y la leche, que puede
ser facilmente observada. Se caracteriza por la tumefaccion o dolor en la ubre, enrojecimiento
de la misma, la leche puede presentar una apariencia anormal y, en algunos casos, hay

aumento de la temperatura rectal, letargo, anorexia e incluso la muerte. Ademas, las bacterias




estan presentes en la leche, lo que reduce el rendimiento y la calidad considerablemente

(Acufia y Rivadeneira, 2008). La mastitis clinica clasifica en:

v Mastitis moderadamente aguda. La infeccion tiene mas de 24 horas, la vaca presenta sus
constantes fisiolégicas y ubre totalmente normales, pero en la leche se observa natillas o

tolondrones.(Figura 3)

v' Mastitis severamente aguda. Es una infeccion de 72 horas, se aprecia la leche con
tolondrones, la glandula esta dura y con fiebre. En esta forma de mastitis podran
presentarse signos sistéemicos como septicemia, toxemia, fiebre, anorexia, depresion,

movimientos rumiantes disminuidos, entre otros signos.

v Mastitis cronica. La infeccién tiene mas de 5 dias, toda la leche sale con tolondrones, la
ubre estd severamente inflamada, endurecida y caliente, la vaca tiene fiebre, taquicardia,

atonia ruminal, anorexia.

v Mastitis con glandula improductiva o glandula ciega. La infeccion tiene en ocasiones
semanas, la glandula se ve pequefia,
estd flacida y fria, no se obtiene leche
sino  exudados, las  constantes
fisiologicas estan normales debido a
que la fibrina aisl6 esta glandula
provocando hipoxia y necrosis del
parénquima con abscesos y exudados;
inclusive el parénquima se pude
desprender (Acufia y Rivadeneira,
2008).

Figura 3. Leche con grumos o tolondrones es senal de mastitis.
Fuente :(Simao y col. 2013)




3.4 Desarrollo de la infeccién

En principio se considera al pezon como primera linea de defensa contra la penetracion de
microorganismos al interior de la ubre, debido a que el esfinter cierra fuertemente el canal del
pezén cuando la vaca no es ordefiada. Sin embargo, la infeccion puede iniciar al momento en
que se lleva a cabo la ordefia ya que en ese momento el canal del pezédn permanece
parcialmente abierto. Si el pezon presenta lesiones lo hace mas susceptible a contraer
infecciones. Los organismos presentes en las lesiones del pezén o del ambiente (echaderos,
materia fecal) pueden invadir facilmente el canal. Cuando los microorganismos logran entrar
al interior del pezon como primer paso es dafiar los tejidos que recubren los tubos colectores
de leche (Figura 4, 1). Los leucocitos se encuentran en la leche en bajas cantidades y son la
segunda barrera de defensa después del pezon, eéstos entran en funcion ante un
microorganismo extrafio debido a que éstos lo pueden destruir en su totalidad. (Figura 4, 2). Si
esto no ocurre en su totalidad, el agente patdgeno seguira multiplicAndose y comenzara a

invadir los pequefios conductos y alveolos. (Figura 4, 3) (Ganaderia, 2015).

Cuando los microorganismos no son eliminados totalmente, pueden continuar multiplicandose
y comenzar a invadir los pequefios conductos y areas alveolares (Figura 4, A). Las células
secretoras de leche que son dafiadas por las toxinas, liberan substancias irritantes que
conducen a un incremento en la permeabilidad de los vasos sanguineos (Figura 4, B).
Leucocitos adicionales se mueven al lugar de la infeccion, penetrando el tejido alveolar en
gran medida moviéndose entre el tejido secretor de leche dafiado (Figura4, C). Fluidos,
minerales y factores de coagulacion también se mueven dentro del area infectada. La leche
coagulada también puede cerrar conductos afectados para aislar las regiones infectadas.
(Ganaderia, 2015).

Destruccion del tejido alveolar. Algunas veces los microorganismos son eliminados
rapidamente y la infeccion se aclara. En este caso, los conductos tapados se abren y la
composicion y produccién de leche retorna a la normal en varios dias. Aun asi, a medida que
la infeccidn persiste y los conductos se mantienen tapados, la leche encerrada hace que las
células secretoras pasen a una etapa de descanso (sin producir) y el alvéolo comienza a reducir
su tamafio (Figura 4, D). Las substancias liberadas por los leucocitos conducen a una

destruccion completa de las estructuras alveolares, que son reemplazadas por tejido conectivo




y cicatriza (Figura 4, E y F). La destruccion del tejido secretor de leche es, en efecto, la tercera
linea de defensa de la vaca para mantener a la infeccion bajo control, por lo tanto a medida
que la enfermedad progresa el nimero de células somaticas en la leche se eleva y se asocia

con una reduccion (permanente), en la produccion de leche (Ganaderia, 2015).

1 Leucacito (Célula somatica)
envuelva una bactena

2) Celulas blancas destruyen
bacterias

3) Atrofia de alveoli

Bacterias invasoras

1) Defensa estructural de la teta

Leucoitos (células somaticas)

Longitud y didmetro
del canal del pezon

Esfinter

Tapon de queratina

Bacteria en ol tejido danado

Figura 4. Desarrollo de la mastitis y de la defensa de la vaca contra la infeccion.
Fuente: (Carrién, 2013)

3.5 Mecanismo de transmisién

La falta de orientacion en el manejo de la ordefia ha favorecido este tipo de infecciones.
Puesto que los microorganismos causantes de mastitis se encuentran en el ambiente (materia
fecal, establo, piel, etc.) (Porporato y Felipe, 2015). Los factores de trasmision por parte del
ordefiador son; falta de aseo de las manos, secar con el mismo trapo todos los pezones, el
sobre-ordefio, no lavar los pezones antes del ordefio, no utilizar sellador, etc. (Porporato y
Felipe, 2015). (Figura 5)
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Figura 5. Principales rutas de transmision durante el ordefio.
Fuente: (Porporatoy Felipe, 2015)

3.6 Etiologia

La principal causa de la mastitis es infecciosa, se han identificado aproximadamente 140

especies de los cuales se encuentran bacterias, algas y hongos. A continuacién se mencionan

algunos con mayor prevalencia (Celestino, 2014).

Microorganismos causantes de la mastitis contagiosa. Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae, Corynebacterium spp y Mycoplasma spp.

Microorganismos ambientales causantes de mastitis. Los principales microorganismos
reconocidos dentro de este grupo son Streptococcus uberis, Streptococcus equinus,
especies del género Enterococcus y enterobacterias como Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Enterobacter aerogenes, y especies de Citrobacter,
Serratia y Proteus. Streptococcus dysgalactiae, Arcanobacterium pyogenes,
Pseudomonas aeruginosa, levaduras Candida sp. Cryptococcus sp. Trichosporon sp.

Aspegillus fumigatus, y el alga incolora Prototheca sp, entre otros (Celestino, 2014).

3.7 Métodos para diagnosticar mastitis

En la mastitis subclinica la ubre de la vaca permanece aparentemente sana en contraste la

mastitis clinica presenta una serie de sintomas, como fiebre, enrojecimiento de la ubre, la

aparicion de coagulos, etc. (Bermeo, 2014). Por lo anterior mencionado, hay una gamma de




metodos que diagnostican esta infeccion asi como también permite llevar un control

preventivo en la vaca.

Pruebas de campo; palpacion de la ubre, prueba de fondo negro.

Pruebas quimicas; conductividad eléctrica de la leche, papel indicador de mastitis y

prueba de whiteside.

e Pruebas bioldgicas; prueba de California, prueba de Wisconsin, conteo de células
somaticas y diagndstico microbioldgico (Fernandez et al, 2012) (Celestino, 2014).

e Diagndstico microbiolégico basdndose en métodos de aislamiento, tinciones, cultivos y

pruebas bioquimicas e identificacion (Bermeo, 2014).

3.8 Generalidades de las bacterias causantes de mastitis con mayor frecuencia.

Staphylococcus sp. Actualmente hay un aproximado de 42 especies diferentes, en la tabla 1 se

muestra la taxonomia de ésta bacteria, algunas de ellas ]
Tabla 1: Taxonomia Staphylococcus

forman parte de la flora normal en humanos, animales

P .. Dominio Bacteria
mamiferos y aves. Son cocos grampositivos de 0.5 a 1.5

um de didmetro, se agrupan de forma irregular (racimos Clase Bacilli
de uvas), son bacterias inmoviles y no forman esporas, St Bacilliales
catalasa positivos, excepto por S. aureus sub sp. -

Familia Staphylococcaceae
anaerobius y S. saccharolyicus, anaerobios facultativos,

Género Staphylococcus

producen &cidos a partir de glucosa, tanto en aerobiosis
como anaerobiosis, toleran altas concentraciones de Fuente: (Celestino, 2014 )

NaCl (hasta un 10%), temperatura 6ptima de crecimiento

entre 30-37°C. Las colonias son lisas, mucoides, redondas, ligeramente convexas, de 1 a 4 mm
de didametro, algunas cepas producen pigmentos que van desde el anaranjado al amarillo palido
(Koneman et al, 2008).

Streptococcus sp. Bacteria grampositiva esférica presenta una disposicion en cadenas, contiene

una alta variedad de especies hemofermentativas, es catalasa negativas, anaerobia facultativa,




generalmente inmdvil con metabolismo fermentativo debido a que producen &cido formico,

Tabla 2: Taxonomia Streptococcus

Dominio Bacteria
Clase Bacilli

Orden Bacilliales
Familia Streptococcus
Género Streptococcus

Fuente: (Celestino, 2014 )

lactico, etanol y CO,, la temperatura Optima de
crecimiento es 37°C. En la tabla 2 se describe

su taxonomia. Algunas especies de Streptococcus han sido
clasificadas desde el punto de vista seroldgico sobre la
base de los antigenos de la superficie celular formados por
carbohidratos, son los llamados grupos de Lancefield, (A,
B, C, D, F y G). Otra clasificacion es de acuerdo con el
tipo de hemolisis, (hemolisis completa, beta [B]; hemdlisis
incompleta, alfa [a] y ausencia de hemolisis, gamma [y])

(Koneman et al, 2008).

3.9 Generalidades de las levaduras causantes de mastitis.

Candida sp. Su taxonomia se
muestra en la tabla 3, comprende
mas de mas 200 especies, son
levaduras con  ausencia de
pigmentos, la forma celular es
variable, eliptica, globosa,
cilindrica y triangular; aparecen
como colonias grandes, redondas,
blanco o crema; su reproduccién es
por gemacion holoblastica o

blastoconidios y forman seudohifas

Tabla 3: Taxonomia del género Candida
Clase Ascomicetes

Subclase | Hemyascomycetes

Orden Saccharomycetales

Familia | Saccharomycetes

Género | Pichia, Hansenula, Arxiozyma (estado telomorficos)

Especies | Estados anamorficos se les denomina Candida

Fuente : (Bonifaz, 2010)

e hifas a excepcion de C. glabrata (L6pez et al, 2012 y Bonifaz, 2010).
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Cryptococcus sp. Hongo levaduriforme que
presenta capsula constituida por polisacaridos
(xilosa, manosa y acido glucorénico), los cuales
determinan su virulencia por evasion de la
fagocitosis y cambios fenotipicos (Arenas, 2011).
Se desarrolla en 2- 3 dias a temperatura ambiente
0 37 °C, colonias limitadas, mucoides y convexas
de color blanco- amarillento, microscopicamente

miden de 5-10 pm. Presenta dos estados de

Tabla 4: Taxonomia del género Crytococcus

Phylum Basidiomycota
Orden Tremellales
Familia Tremellaceae
Género Cryptococcus

Fuente : (Bonifaz, 2010 )

reproduccion, la asexual (anamorfo) caracterizado por células gemantes y sexual (telomorfo)

caracterizado por la produccion de basidiosporas (Lopez et al, 2012 y Bonifaz, 2010).

Geotrichum candidum y G. capitatum. Es un hongo levaduriforme aunque no se reproduce

por blastoconidios se desarrolla rapidamente entre 25-37°C; presentan colonias blancas y

blanco-amarillento, planas vellosas y himedas. De forma microscépica se observan hifas

macrisifonadas, septadas con artroconidios rectangulares de aproximadamente 4-10 um, en la

tabla 4 se muestra la taxonomia de las dos especies de ésta levadura (Bonifaz, 2010).

Tabla 5: Taxonomia de Geotrichum candidum y G. capitatum

Division = Ascomycota
Clase Hemiascomycetes
Orden Saccharomycetales

Familia | Dipodascaceae

Género = Galactomices (fase sexuada)

Especie | geotrichum
Genero | Geotrichum(fase asexuada)
Especie | candidum

Fuente: (Bonifaz, 2010 )
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Ascomycota
Hemiascomycetes
Saccharomycetales
Dipodascaceae
Dipodascus (fase sexuada)
Capitatus
Geotrichum(fase asexuada)

Capitatum
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Rhodotorula sp. Esta levadura presenta una

morfologia colonial cremosa, ligeramente
acuminada, lisa de pigmentos carotenoides (rosa-
rojo) y en ocasiones presenta surcos o pliegues. Su
taxonomia se describe en la tabla 5.
Microscopicamente su reproduccion es anamorfica;
por blastoconidios que miden de 2-4 pm de
didmetro y fase telomorfica por basidiospora (Lopez

et al, 2012).

Trichosporon sp. Es una levadura
que crece a temperatura ambiente
(25-28°C),

entre 5 a 8 dias; son limitadas,

las colonias crecen Division

Cremosas, acuminadas,

Tabla 6: Taxonomia del Rhodotorula spp.

Division Basidiomycota
Clase Urediniomycetes
Subclase Sporidiales
Género Rhodotorula

Fuente : (Bonifaz, 2010 )

Tabla 7: Taxonomia Trichosporon spp.
Basidiomycota

Clase Iremeliomycetes

Subclase = Tremelioles

cerebriformes, de color blanco-

Familia

amarillento 'y no  presentan

pigmentos. Microscopicamente Género
compuestas por hifas tabicadas de 4
a 8 um de diametro; presentan
artroconidios ovales 0
rectangulares y blastoconidios. En

la tabla nimero 5 muestra Ila

Saccharomycetes
Ttichosporon
Especies | osahii, asteroides, cutaneum, dermotis, domestecum.

Fuente : (Bonifaz, 2010)

taxonomia de Trichosporon (Lopez et al, 2012 y Bonifaz, 2010).
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4. Marco de referencia

Lassa, y Malinowski (2007), determinaron la resistencia a los antifungicos de 319 cepas
de Candida. sp y algas 168 cepas aisladas de leche con mastitis. El estudio se llevo a cabo
en Polonia. Los cepas examinadas mostraron la resistencia a la anfotericina B (75,2%),
fluconazol (66,8%), pimaricina (40,8%), y el itraconazol (38,9%). Y sensibles a tioconazol
(91,2%), clotrimazol (84,0%), y 5-fluorocitosina (82,1%).

Marcio y colaboradores (2008), en el estado de Minas Gerais, Brasil investigaron la
frecuencia de infecciones intramamarias causadas por levaduras. El estudio se hizo en
1710 muestras de leche de las cuales se aislaron e identificaron 57 levaduras, 1 de
Trichosporon loubieri y 56 del género Candida, C. albicans, fue la especié predominante,
seguida por C. parapsilosis, C. catenulata, C. glabrata, y C. tropicalis. Por lo que
concluyen que las levaduras han incursionado como agentes etiologicos ambientales

causantes de mastitis.

Gerlach y colaboradores (2009), analizaron el costo de la mastitis para el productor. El
estudio se llevo a cabo en Sonora con la duracion de un afio, tomaron en cuenta la
produccidn de leche, los costos de tratamientos y valor comercial de la leche. Concluyendo
que el costo promedio mensual de cada animal con mastitis fue $185.40; en total fueron
$30,966.34, correspondiendo $12,470.75 (40.3%) a mastitis subclinica y $18,459.59

(59.7%) a mastitis clinica.

Segundo y colaboradores (2011), realizaron un estudio donde evaluaron la presencia de
levaduras en 1095 muestras de leche de las cuales 342 fueron de animales sanos, 383 con
mastitis subclinica y 370 con mastitis clinica. La identificacién de levaduras fue realizada
por métodos morfoldgicos y bioguimicos. Los resultados obtenidos fueron que en animales
sanos y con mastitis clinica se encontraron con mayor frecuencia a Candiada glabrata y
Candida krusei, y de los animales con mastitis subclinica se encontraron con Candida
tropicalis, Candida guillermondii, Candida novergica, Candida albicans. Esto se
determin6 por examen clinico y la prueba de California. Las muestras se recabaron del

estado de Querétaro, Hidalgo, Puebla y la ciudad de México, Distrito Federal.
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Ibarra y colaboradores (2012), realizaron un estudio cuyo objetivo fue la formacion de
biopeliculas individuales y mixtas de Candida albicans y Staphylococcus aureus. La
formacion se determind por la actividad metab6lica de las células en la biopelicula por
medio de la reduccion enzimética de una sal de tetrazolio (XTT). Los resultados obtenidos
de la biopelicula mixta muestran que Candida albicans y Staphylococcus aureus,
incrementan la actividad metab6lica y la complejidad de la biopelicula, lo que resulta un
aumento de su virulencia. Por lo que concluyen una posible relacién sinérgica entre estos

microorganismos al desarrollar biopeliculas.

Langoni y colaboradores (2013), realizaron revision bibliografica asi como el reporte de
un caso de mastitis en S3o Pedro, Brasil. Donde se analiz6 la participacion de
microorganismos ambientales como causantes de mastitis muchas veces relacionados con
tratamientos antimicrobianos por tiempo prolongado. Para el reporte del caso trabajaron
con 119 muestras de leche. Los resultados finales lograron aislar a Geotrichum sp en
muestras de leche con mastitis, Por lo que se considera a Geotrichum candidum como

agente etologico causante de mastitis.

Martinez y colaboradores (2015), realizaron un estudio en el municipio de Sotaquira-
Colombia en el cual evaluaron el estado de resistencia de los agentes etiologicos de
mastitis frente algunos antimicrobianos utilizados en el tratamiento. Se recabaron 390
muestras de las cuales 153 tuvieron mastitis subclinica. Se aislaron Streptococcus bovis,
Streptococcus  uberis, Streptococcus agalactiae, Staphylococcus saprophyticus,
Staphylococcus aureus Staphylococcus epidermidis, etc. Los resultados indicaron que del
grupo de PB-lactdmicos, mostro que S. aureus y Enterococcus spp revelo sensibilidad a la
dicloxacina; Streptococcus spp, Staphylococcus spp resultaron resistentes a las
cefalosporinas. Del grupo de las quinolonas como, S. aureus present6 sensibilidad a la

ciprofloxacina. La finalidad del estudio fue la orientacion para un tratamiento mas eficaz.
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5. Planteamiento del problema

La mastitis es una enfermedad muy frecuente en ganado bovino productor de leche, que
afecta la calidad de la leche en la industria, ademas de ocasionar cuantiosas pérdidas
econdmicas a los productores lecheros debido a la reduccion en el rendimiento, tratamiento
clinico y desecho prematuro de vacas por lo que se considera una de las enfermedades mas
costosas en ganado bovino. La mastitis es un problema de salud en el ganado lechero, causado
generalmente por bacterias; sin embargo, en los ultimos afios se han identificado a
microorganismos ambientales como los hongos levaduriformes, Candida sp, Geotruchum sp,

Trichosporon sp y Rhodotorula sp como causante de esta patologia.

Por lo mencionado anteriormente, este estudio es importante para conocer la distribucion de
bacterias y hongos levaduriformes que afectan la salud de la vaca y la economia de los
productores lecheros del municipio de San Salvador el Seco, Puebla. Por lo anterior se plantea

la siguiente pregunta cientifica.

¢Cuales son los geéneros bacterianos y micoticos causantes de mastitis en muestras de leche
procedentes del municipio de San Salvador el Seco, Puebla y qué tan importante es la

identificacion del agente etioldgico(s) en el tratamiento?
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6. Justificacion

Los alimentos consumidos por el hombre son de origen agricola o pecuario, en la que
involucra a la leche bovina. En los hogares mexicanos este producto ocupa el tercer lugar de
mayor presencia. Tan solo México participa con su produccién con el 1.16% ocupando el
lugar 16 en el mundo (Valencia et al, 2015). La leche es un alimento consumido a nivel
mundial por su riqueza en nutrientes ademas de ser el primer alimento para los recién nacidos.
Es un producto perecedero susceptible al ataque de microorganismos afectando la calidad de
éste. Por otra parte algunos de estos microorganismos afectan la calidad de la leche desde el
interior de la ubre, la cual si no es tratada de inmediato ocasionara que la vaca se enferme y
con ello pérdidas economicas. Una de las enfermedades mas frecuentes en ganado lechero es

la mastitis producida por bacterias y hongos.

Los patogenos implicados en la mastitis pueden llegar a ser dafiinos a los humanos si no se
hace una correcta esterilizacion de la leche, o produccion de diferentes quesos artesanales que
no llevan una adecuada pasteurizacion, asi como el uso de antibioterapia por tiempo
prolongado pudiendo dejar residuos en la leche que puede llegar a ser un problema de salud
publica. (Ozlem et al, 2015). La mastitis ha generado considerables pérdidas econdémicas, tan
solo en Sonora resultd un costo promedio mensual, de cada animal con mastitis fue de
$185.40; en total la mastitis tuvo un costo de $30,966.34 anual. (Gerlach et al, 2009).
Mientras que en la zona centro de Yucatan indica pérdida en un periodo de seis meses, de
$129, 600 por concepto de la disminucion en la produccién; $11, 250 por el desecho de

animales, leche, $750 y $313 por concepto de mano de obra extra (Pech et al, 2007).

Por ello el objetivo de este estudio es determinar la frecuencia de microorganismos causantes
de mastitis en el ganado bovino ubicado en San Salvador el Seco y poder reducir los casos de

mastitis, asi como tomar medidas preventivas ante esta infeccion.
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7. Objetivos
General:

e Establecer la frecuencia de microorganismos patdgenos causantes de mastitis en ganado
bovino lechero de tres ranchos del municipio de San Salvador el Seco, Puebla.

Especifico:

e Aislar e identificar los géneros fungicos a través métodos convencionales.

e Aislar e identificar los géneros bacterianos a través métodos convencionales.

e Realizar antifungigramas con los hongos identificados, siguiendo los lineamientos del
documento M44-A (Métodos estandarizados por el CLSI para el estudio de la sensibilidad
a los antifingicos).

e Realizar antibiograma con las bacterias identificadas, con base al CLSI.

17
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8. Disefio del estudio
Tipo de estudio. Prospectivo, observacional, descriptivo y transversal.

Universo de estudio. Ganado bovino lechero que esté disponible para el analisis
microbioldgico en el periodo Marzo- Octubre de 2015.

Tamarno de la muestra. Se obtuvieron 52 muestras en el periodo Marzo- Octubre de 2015.
Sede y lugar del estudio

El muestreo se realizé en el municipio de San Salvador el Seco localizado en la zona centro-
oeste en el estado de Puebla (ver mapa). Se encuentra ubicado entre las coordenadas
cambiantes de 19° 04' 00" a 19° 15' 36" latitud norte respecto al tropico de cancer y 97° 32'
54" a 97° 42' 54" longitud oeste respecto al meridiano de Greenwich. La extension territorial
es de 193.91 kilometros cuadrados, el clima varia entre templado subhimedo y semiseco, su

economia se basa principalmente en ganaderia, agricultura y canteria (INAFED, 2016).

Estado de Puebla muestra la posicion geografica de San
Salvador en Seco. Fuente Google Maps, 2016.
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El analisis de las muestras se llevd a cabo en el Laboratorio de Micologia del Instituto de
Ciencias Microbioldgicas (ICUAP) y Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias
Quimicas, estos edificios estan ubicados en Ciudad Universitaria de la Benemérita
Universidad Autonoma de Puebla (BUAP).

Criterios de seleccién
Criterios de inclusién

e Ganado bovino que esté produciendo leche aparentemente sano.
e Ganado bovino que presente signos de mastitis.

e Ganado bovino registrado ante la SAGARPA, libre de brucelosis.
e Ganado bovino sin tratamiento farmacoldgico.

e Muestras tomadas y procesadas el mismo dia.

e Permiso expreso para muestrear.
Criterios de exclusion.

e Ganado bovino que este en proceso de gestacion finalizada.

e No dieron consentimiento para el muestreo del ganado.
Recursos humanos

e Director de tesis: Dr. Ricardo Munguia Peérez.
e Asesor de tesis: Mtra. Gloria Ledn Tello.

e Tesista: Cristina Sanchez Pérez
Recursos financieros

e Para este estudio se conté con el financiamiento del Laboratorio de Micologia que se
encuentra a cargo el Dr. Ricardo Munguia Pérez del Instituto de Ciencias Microbioldgicas

(ICUAP) y el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias Quimicas.
Disefio estadistico

e Los resultados obtenidos fueron analizados mediante una estadistica paramétrica

descriptiva, presentandose a través de gréaficos y tablas.

19

——
| —



9. Material y Metodologia

Material bioldgico

e Muestras de leche procedente de ganado bovino lechero, recolectadas y transportadas
de acuerdo a la NOM-109-SSA1-1994, en el periodo de marzo-octubre 2015 (Secretaria
de Salud Publica, 1994).

e Lacepa de referencia para la identificacion de S. aureus fue la cepa ATCC 2308, y para
la identificacion de levaduras, las cepas de referencia fueron proporcionadas por el area
de micologia del Instituto de Ciencias Microbioldgicas (CIM-ICUAP) aisladas de

trabajos anteriores.
Metodologia

Se seleccionaron vacas aleatoriamente, tanto sanas y que presentaran sintomas de mastitis
clinica, para ello se realiz6 un examen fisico (palpacion de la ubre), en busca de sintomas
tipicos que genera la mastitis clinica. De manera general, en el diagrama 1 se muestra el
camino que se siguio, para lograr los objetivos antes mencionados. El muestreo y transporte
de leche se realiz6 de acuerdo al Proyecto de la Norma Oficial Mexicana NOM-109-SSA1-
1994 (Diagrama 2).

El aislamiento de hongos levaduriformes se llevo a cabo por métodos convencionales, en
medio dextrosa Sabouraud y micobidtico, las placas se incubaran a 28 °C de 5 a 7 dias. Se
realizd examen directo con azul de algodon y lactofenol para las colonias de posibles
levaduras y después obtener cultivos axénicos. Para la identificacion de especies de
Candida sp, Rhodotorula sp, Thychosporon sp, Cryptococcus sp y Geotrichum sp, se llevo
a cabo por algoritmos de trabajo ya establecidos por Lépez y col, 2012; Bonifaz, 2012

(Diagrama 3y 4).

La realizacion del antifungigrama se llevo a cabo bajo los métodos estandarizados por el
CLSI para el estudio de la sensibilidad a los antifangicos (M44-A), para ello se trabaj6 con
5-fluorocytocina, anfotericina B, nistatina, ketoconazol y fluconazol (Diagrama 5). Para el
aislamiento de bacterias de los géneros Streptococcus y Staphylococcus se llevo a cabo

por el método convencional en medio agar sangre de carnero al 5%, las placas se incubaron
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a 37°C de 24 a 48 h en condiciones anaerobias y aerobias. Se realizo tincién de Gram,
prueba de catalasa y oxidasa de las colonias de interés previamente aisladas. Para la
identificacion de especies se llevd a cabo por pruebas bioquimicas (tabla 8), (MacFaddin,
J.F, 2013). Por ultimo se realiz6 el antibiograma establecido por el CLSI, por lo que se
trabajo con vancomicina, tetraciclina, gentamicina, eritromicina, oxicilina y dicloxacilina
(Diagrama 6) (CLSI, 2015).
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10. Diagrama 1: Esquema general de trabajo.

Palpar la ubre

v

Recoleccion y transporte de la
muestra
| Andlisis en el

lahoratorio

y
Sembrar en placas con
medio ADS y micobioético.

\ 4
Sembrar en caldo soya-tripticasa

Incubar a 37 °C por 24 h
Incubar a 28°C

durante 5 a 7 dias

Sembrar en medio agar sangre de
carnero al 5% y sal y manitol.

Aislar colonias de interés

Incubara 37 °C por24a 48 h
en anaerobiosis parcial

Obtener cultivos axénicos (microaerofilia5-10%) y aerobiosis

Aislar colonias de interés.

Realizar examen directo con azul
de algodon y lactofenol Realizar tincion de Gram

ver

Identificacion de levaduras Cocos grampositivos |3 no

si

Prueba de catalasa y coagulasa

Realizar antifungigrama

Identificacion de bacterias por

A 4 pruebas bioquimicas
Analisis de resultados

Realizar antibiograma

Fuente: Diseilo de estudio, referencia: SSA1 Proyecto NOM-109-1994;

MacFaddin, 2013; Lopez et al, 2012; Bonifaz, 2012; Cantén et al, 2007;
CLSI, 2015.
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Toma de muestra

Diagrama 2
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Tabla 8. Identificacion de Staphylococcus spp y Streptococcus spp.

Staphylococcus sp.

Streptococcus sp.

e (V] e P

Fosfatasa alcalina

Ureasa

Resistencia a

novobiocina

NR

Fermentacion de

lactosa

Resistencia a

bacitracina

Resistencia a
optoquina

Grupo serolégico de

Lancefield

CL

Fuente: MacFaddin, 2013.

—

Negativo: -

Positivo: +

No hay resultados: NR
Variable: V

Sensible: S
Resistente: R
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11. Resultados y discusion

Se obtuvieron 52 muestras de leche de ganado bovino, ddnde 32 de ellas (61.5%) se
lograron aislar microorganismos patdgenos causantes de mastitis. Estas muestras de leche
fueron obtenidas de 13 vacas de raza Holstein, procedentes de tres ranchos de San Salvador
el Seco (tabla 9), en el rancho 1 hubo mas animales disponibles para el analisis
microbioldgico de acuerdo con los criterios de inclusién establecidos previamente, para el
caso del rancho 2 y 3 los animales no cumplian dichos criterios, esto se debe a que se
encontraban en tratamiento farmacoldgico, en proceso de secado, etc. Es importante
mencionar que el ganado de los diferentes ranchos esta estabulado y la ordefia es de forma

manual.

A cada animal se le realizd un examen fisico palpando la ubre, obteniendo que de los 13
animales examinados fisicamente, ninguna glandula mamaria present6 signos ni sintomas
de mastitis clinica como son: dolor al contacto, anorexia, hipertermia y grumos o
tolondrones en leche. La muestra fue obtenida bajo las especificaciones de la SSA-1-
NOM-109 (Norma Oficial Mexicana, bienes y servicios para la toma, manejo y transporte
de alimentos para su analisis microbioldgico). Se realizaron pruebas de laboratorio como
tinciones (gram, azul de algodon y lactofenol), cultivos y pruebas bioquimicas para la

identificacion del agente causal.

Tabla 9: NUmero de glandulas mamarias muestreadas por rancho.

Numero del Rancho | NUmero de animales | Namero de glandulas | Muestras positivas.

1 5 20 10
2 4 16 11
3 4 16 11
Total 13 52 32

Fuente: Resultados de laboratorio.
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11.1 Hongos Yy bacterias aislados en muestras de leche bovina.

De las 52 muestras analizadas (Grafica 1) se aislaron géneros bacterianos en un 63.46%
(33/52) y géneros fungicos en un 36.53% (19/52). De los aislados bacterianos se
identificaron 18 especies de Staphylococcus y 3 de Streptococcus. De los aislados fungicos
se identificaron 18 especies de Candida, 4 de Rodhotorula, 2 de Cryptococcus y 2 de
Aspergillus. Aungue Staphylococcus y Streptococcus son los principales pat6genos
causantes de mastitis, se han reportado estudios donde manifiesta la emergente
participacion de los hongos como agentes etioldgicos (Marcio y col, 2008 y Segundo y col,
2011). Esto se debe principalmente al tratamiento prolongado por antibi6ticos, generando
que el sistema inmunologico del animal sea mas susceptible a otros microorganismos,

como los hongos.

70

60

50
40

%

30
20
10

Bacterias Hongos

Gréfica 1. Porcentaje de hongos y bacterias aisladas en leche de ganado bovino.
Fuente: Resultados de laboratorio.

La grafica 2 muestra las diferentes especies de hongos identificados, de la cual Candida
glabrata fue aislada en un 46%, C. kruzei 25%, C. lipolityca 4%, Rodhotorula rubra 13%,
Rodhotorula glutins 4% y Cryptococcus laurenty 8%. El género Candida es una levadura
cosmopolita, lo que hace posible aislarlas en cualquier ambiente, con respecto a su
participacion como patégeno causal de mastitis, se encuentra con mayor presencia a C.
kruzei y C. glabrata aunque en la actualidad se desconoce el mecanismo de patogenicidad,

con exactitud, por lo que se puede deducir que estas especies estan ganando terreno en esta
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patologia aunque no se ha investigado con mas detalle. Esto coincide con estudios de
Segundo y col. 2011, en la que encontraron especies de Candida, donde predomina, C.
glabrata (30.14%) y C. kruzei (27.65%). Sin embargo, para C. lipolityca es escasa la
informacién donde se le asocie como patdgeno de la mastitis bovina como a C. kruzei y C.
glabrata, pero se le podria considerar como especie patdgena causante de esta infeccion.
Rodhotorula, se encuentra en la microflora de las ufias, piel, productos lacteos, ambiente
como el aire, en el que esta adoptando un papel como patdgeno en animales y humanos
inmunocomprometidos, por esto se le considera una levadura emergente causante de

mastitis en ganado bovino.

m Candida glabrata

m Candida lipolityca

u Candida cruzei

® Rodhotorula rubra

® Rodhotorula glutins

u Cryptococcus laurenty

Gréfica 2: Frecuencia de levaduras presentes en leche de ganado bovino.
Fuente: Resultados de laboratorio.

Los géneros bacterianos identificados en este trabajo son Staphylococcus y Streptococcus,
cuyo aislamiento mas frecuente fue de Staphylococuccus saprophyticus (29 %), seguido
de Staphylococuccus aureus (24%), Staphylococuccus hominis (19%), Staphylococuccus
epidermidis (14%) y Streptococcus disgalactiae (14%), (Gréafica 3). Staphylococuccus
aureus es un importante patégeno a nivel mundial causante de mastitis, asi como también
de mayor prevalencia como agente causal de esta infeccion manteniéndose
epidemiologicamente activa, como menciona Moroni, (2014) en su estudio. Esto se debe a

su complejo mecanismo de patogenicidad, lo que es dificil erradicarlo por completo,
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asimismo de contagiar facilmente a animales sanos, la presencia de este microorganismo en
el ganado bovino de San Salvador el Seco indica una amenaza constante, por su dificil
control. Los microorganismos ambientales comienzan a ser participes de multiples
patologias generalmente en organismos inmunocomprometidos. La identificacién de S.
saprophyticus, S. hominis, S. epidermidis en la leche de este poblado, muestra la constante
problemética de salud en el ganado bovino y por ende su transmision al humano cuando
consume leche cruda. Respecto al género de Streptococcus como causante de mastitis, se
tiene en primer lugar a S. agalactiae seguido de S. bovis, Streptococcus dysgalactiae,
indicando asi que S. dysgalactiae reporta baja frecuencia, como lo indica Calderén, y

Rodriguez, 2008 en donde S. dysgalactiae obtuvo una frecuencia de 2.62%.

m Staphylococuccus aureus

m Staphylococuccus epidermidis
Staphylococuccus hominis

m Staphylococuccus

saprophyticus
m Streptococcus dysgalactiae

Grafica 3: Frecuencia las. especies aisladas de las bacterias de interés
Fuente: Resultados de laboratorio.

11.2 Sensibilidad antifiingica.

Es importante saber si el tratamiento es efectivo ante el microorganismo que se quiere
eliminar, sin embargo, el uso indiscriminado de medicamentos asi como el tiempo de su
administracion, han generado una multirresistencia por parte de los microorganismos
teniendo como consecuencia un fracaso en la farmacoterapia. Los resultados obtenidos del
antifungigrama (tabla 10), muestra la susceptibilidad y resistencia a diferentes antifingicos,
frente a las cepas aisladas en leche bovina, manifestdndose a través de los halos de

inhibicion.
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Tabla 10. Susceptibilidad y resistencia a antifangicos in vitro de levaduras

1219 3 C. glabrata S R S S S

1212 3 C. glabrata S S S S S

1360 3 C. glabrata R R S R S

1374 2 C. glabrata S S S S S

1357 2 C. glabrata S S S S S

1374 4 C. kruzei R S S S S

1360 1 C. kruzei S S S S S

1368 2 C. kruzei S R S

EAEN ||

|
7523 1 C. laurenty R R S
R |

7522 4 R. rubra R R S S

1368 2 R. glutins R R S S S

T | 1 | SEBRENNY R R | s s s
cetales

Fuente: Resultados de laboratorio.




Para corroborar la sensibilidad o resistencia de las cepas probadas ante los antifingicos
utilizados en este estudio se tomaron en cuenta los criterios que describen en los insertos de
los antifungicos utilizados de la marca BIO-RAD (tabla 11). En el anexo 2 se mencionan
caracteristicas de los antiflingicos utilizados.

Tabla 11. Datos de los discos marca BIO-RAD.

Diametro de la zona de inhibicién en mm

Cadigo Disco Carga | Sensible Intermedia Resistente
62846 @ 5- Fluorocytocina 1 g > 20 20-10 <10
62806 Anfotericina B 100 pg > 10 10 <10
62856 Nistatina 100 UI > 10 10 <10
62866 Ketocolazol 25 g > 20 20-10 <10
62802 Fluconazol 51 pg >19 15-18 <14

Fuente: Resultados de laboratorio.

Respecto a la sensibilidad de los antifungicos probados a las seis cepas se puede observar
un porcentaje elevado de sensibilidad de estos microorganismos ante la anfotericina B (C.
glabrata, C. kruzei, Cryptococcus laurenty, Rhodotorula rubra, R. glutinis y C. lipolytica,
100%), seguido de ketoconazol (C. glabrata, 90.9%; C. kruzei, Cryptococcus laurenty,
Rhodotorula rubra, R. glutinis y C. lipolytica, 100%), nistatina (C. glabrata, 90.9%; C.
kruzei, Cryptococcus laurenty, Rhodotorula rubra, R. glutinis y C. lipolytica, 100%),
fluconazol (C. glabrata, 63.63%; C. kruzei, 83.3%; Cryptococcus laurenty, Rhodotorula
rubra, y R. glutinis, 0% y C. lipolytica, 100%) y 5-Fluorocitocina (C. glabrata, 54.50%; C.
kruzei, 50%; Cryptococcus laurenty, Rhodotorula rubra, y R. glutinis, 0% y C. lipolytica,

100%) mostraron una susceptibilidad variable.

Tomando en cuenta lo antes mencionado, se tiene que ketoconazol, nistatina y anfotericina
B mostraron su eficacia frente C. laurenty, R. rubra, R. glutins, C. glabrata y C. kruzei, lo
cual se debe a que no han tenido contacto probablemente con los antifungicos, por lo que
favorece a la terapéutica, ya que la mayoria del tratamiento aplicado para combatir la
mastitis son antibioticos. Esto concuerda con estudios de Lassa, y Malinowski, 2007,
donde obtuvieron que Candida. sp es resistente a anfotericina B (24.8%), fluconazol

(33.2%) y 5-fluorocitosina (82,1%). Por otro lado, la resistencia de C. laurenty, R. rubra y
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R. glutins a 5- Fluorocitosina y fluconazol puede deberse, a que se conoce poco de estas
especies, por lo que quizas la concentracion minima inhibitoria (CMI) no fue la suficiente,
puesto que aln no hay puntos de corte reportados para estas cepas 0 simplemente estas son
resistentes por naturaleza. Cabe destacar la variabilidad genética interespecie puede
contener genes de resistencia a antifungicos, lo que complicaria la comparacion entre cepas
aisladas de diferentes ambientes. Y esto se debe a que son diferentes cepas que se
desarrollaron en distintas circunstancias, aparte de que hay pocos reportes sobre
antifungigramas en el estado de Puebla que me permiten comparar con los resultados

adquiridos.
11.3 Sensibilidad antimicrobiana

Las bacterias son microorganismos con una alta capacidad de adaptarse a diferentes

ambientes, lo que ha originado resistencia ante diferentes tratamientos en la practica clinica.

Para corroborar la sensibilidad o resistencia de las cepas probadas ante los antibioticos
utilizados en este estudio se tomaron en cuenta los criterios que se describen en los insertos
de los antibidticos utilizados (tabla 12). En el anexo 2 se mencionan caracteristicas de los

antibiéticos utilizados.

Tabla 12. Datos de los discos.

Diametro de la zona de inhibicién en mm

Disco Carga Sensible Intermedia Resistente
Vancomicina 30 pg >15
Tetraciclina 30 ug >19 18 15 <14
Gentamicina 10 g >15 14 13 <12
Eritromicina 15 g > 18 17 14 <13
Oxicilina 1ug >13 1211 <10
Dicloxacilina 1ug - e e

----2 AUn no hay puntos de corte para este antibidtico.
Fuente: Resultados de laboratorio.
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En la tabla 13 y 14 se indican los resultados que se obtuvieron del antibiograma, generados

por las bacterias de interés.

Tabla 13. Susceptibilidad y resistencia bacteriana in vitro de S. aureusy S. epidermidis

1368 4 S. aureus R S R

1362 2 S. aureus | | R

S. epidermidis

S. epidermidis

Fuente: Resultados de laboratorio.

Tabla 14. Susceptibilidad y resistencia bacteriana in vitro de S. disgalactiae y S. hominis

1368 S. disgalactiae
7523 S. hominis

1360 S. hominis

S: Sensible, I: intermedio, R: resistente, # Id: NUmero de identificacion.

Fuente: Resultados de laboratorio.
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De los cuatro agentes etiologicos aislados en infecciones intratamarias de ganado bovino,
se observO un porcentaje variable de sensibilidad, mostrando que la vancomicina (S.
aureus, 40%; S. epidermidis, 66.3%; S. hominis, y S. dysgalactiae 0%), gentamicina (S.
hominis, 0%; S. dysgalactiae, 100%), tetraciclina y eritromicina (S. homini, y S.
dysgalactiae, 100%), oxacilina y dicloxacilina (S. aureus, y S. epidermidis, 0%).

Para el caso de las diferentes cepas de S. aureus y S. epidermidis, se analiz su
comportamiento ante el grupo de B-lactdmicos. Como la oxacilina, la cual solo una cepa de
S. aureus produjo sensibilidad intermedia. Para dicloxacilina mostré resistencia del 100%.
Lo cual coincide con Acufia, y Rivadeneira, 2008. Estos resultados se deben a que las cepas
ya han estado expuestas a estos antibioticos de manera paulatina, generando asi
mecanismos de resistencia por lo cual complica a la terapéutica de esta infeccion, ya que al
no realizar una correcta identificacion del agente causal asi como el ambiente propicia que
la bacteria realice modificacion en su genética expresandonos genes de resistencia. Para
estas especies se aplico solo los B-lactamicos con especial interés de saber si S. aureus es
una MRSA (Staphylococcus aureus resistentes a meticilina), debido a que este tipo de
cepas son causantes de infecciones intrahospitalarias. S. epidermidis es parte de flora
normal en animales y humanos, sin embargo se ha aislado en personas y animales
inmunosuprimidos. Aungue estas cepas se aislaron en animales y saber que son MRSA, da
una idea gque los microorganismos que se encuentran en el ambiente, pueden llegar a través
de fomites o individuos a personas inmunosuprimidas. S. hominis, mostrd un
comportamiento disperso a los diferentes antibioticos, como una resistencia total a la
gentamicina, indicando que se trata de la misma cepa a nivel genético. S. dysgalactiae,
resultd altamente sensible a vancomicina, gentamicina, tetraciclina y eritromicina, coincide

con Acufia y Rivadeneira, 2008.

De los diferentes microorganismos aislados de bacterias y hongos no todos estan
involucrados como patdgenos causantes de mastitis pero se les encuentra en el ambiente,
como es el caso de Aspergillus. sp que se ha reportado como causante de mastitis, a pesar
de ser un hongo filamentoso, debido a que presenta una toxina que se ha identificado en

leche de ganado bovino (aflatoxina M1) (Gimeno, 2013). En la tabla 15 se muestran los
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Otros microorganismos aislados fueron Sacharomycetales (1), Curvularia (1), Penicillium
(2), Alternaria (5), Fusarium (1), Absidia (1), Enterococcus (1) y Bacillus (12); de los
cuales, Bacillus y Alternaria presentaron mayor nimero de aislamientos. La aparicion de
estos hongos y bacterias se les considera contaminacién ambiental ya que hasta el momento
no hay reportes indicando la participacién como agentes etioldégicos de mastitis. Debido a
que estos microorganismos se encuentran en ambientes como el suelo, estiércol, pastura, o
forman parte de la flora normal en piel de la ubre o del propio pelaje, en donde las vacas se

encuentran inmersas en el mismo ambiente.

[EnY
N

[Eny
o

Numero de ailamientos

Grafica 4. Microorganismos aislados en leche bovina no asociados como causantes de mastitis.
Fuente: Resultados de laboratorio.

Por lo que se puede deducir que el desconocimiento de las buenas practicas de ordefio es un
factor que contribuye al desarrollo y proliferacion de la mastitis, al igual de una pérdida
econdmica que involucra varios factores que comprenden los gastos de mano de obra,

medicamentos, disminucién del volumen de leche, eliminacion prematura del animal, etc.

El abuso prolongado del tratamiento para mastitis ha generado notables problemas de
resistencia microbiana, por lo que al presentar esta informacién, puede contribuir con
nuevos estudios sobre resistencia y ser tomados en cuenta para un adecuado tratamiento
siempre y cuando el agentes etiolégico sea identificado. La presencia de estos

microorganismos a la par con residuos de medicamentos, es de gran impacto en la salud
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animal y mala calidad de los productos lacteos, ademéas con una potencial amenaza en la

salud publica.
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12.

7

Conclusiones

Fue posible encontrar microorganismos patdgenos causantes de mastitis en ganado
bovino lechero, con una frecuencia de 63.46 % de patdgenos bacterianos y 36.53 %
patdgenos fungicos.

Se encontraron levaduras emergentes implicadas en mastitis bovina como C. glabrata,
siendo de mayor frecuencia, seguida de C.kruzei, C. laurenty y R. rubra. Asi como
como Aspergillus. sp.

Se identificé a S. aureus en un 24%, lo cual se reporta como el de mayor incidencia a
nivel mundial y en el municipio de San Salvador el Seco no fue la excepcion. Ademas
de Staphylococcus coagulasa negativos (SCN), que también se les ha considerado como
emergentes.

La anfotericina B, ketoconazol y nistatina, presentaron excelente actividad sobre los
diferentes géneros analizados, no obstante fluconazol y 5-Fluorocitocina no lograron
causar ningun efecto sobre Cryptococcus laurenty, Rhodotorula rubra, R. glutinis.

S. aureus y S. epidermidis mostraron resistencia a oxacilina y dicloxacilina, asi como

S. hominis a gentamicina.
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Anexo 1: Hongos filamentosos aislados en muestras de leche bovina.

Nombre

Curvularia

Aspergillus fumigatus

Morfologia microscépica | Morfologia macroscopica




Anexo 2. Antibioticos y antifungicos utilizados para el antibiograma y antifungigrama.

Antibiotico Grupo
Vancomicina Glicopeptido

Gentamicina | Aminoglucosido

Tetraciclina

Eritromicina Macrolido
Oxacilina Betalactamicos

Dicloxacilina

Antufungico

Anfotericina B Macrolido
Ketoconazol Imidazol
Fluconazol
Nistatina Poliéno
5- Pirimidina
fluorocitocina fluorada

Mecanismo de accion

Inhibe la biosintesis de la pared celular bacteriana, interfiere en la sintesis
de ARN y dafia la membrana celular bacteriana.

Se une a la subunidad s30 del ribosoma bacteriano, impidiendo Ila
transcripcion del DNA bacteriano y, por tanto, la sintesis de proteinas en
los microorganismos susceptibles.

La inhibicion de la sintesis proteica bacteriana por su unién reversible a la
unidad ribosomal 30sy de esta forma bloquean la unién del aminoacil-
trnaal sitio aceptor en el complejo ribosoma-RNA.

Inhibe la sintesis proteica al unirse reversiblemente a la subunidad 50s del
ribosoma bacteriano impidiendo la translocacion.

Inhibicién de la sintesis de la pared bacteriana, interfiriendo en la sintesis
del peptidoglicano mediante un blogueo en la CGltima etapa de su
produccion (transpeptidacion) pero también actiian activando la autolisina
bacteriana enddgena que destruye el peptidoglicano.

Se unen a todos los esteroles, aunque muestran una mayor afinidad por el
ergosterol que forma parte de la membrana flingica. La union con los
esteroles de membrana genera la formacion de canales por los que la célula
fungica pierde iones y moléculas.

Inhibe la biosintesis del ergosterol o de otros esteroles en los organismos
sensibles, lo que dafia la pared celular y altera su permeabilidad,
ocasionando pérdida de elementos celulares esenciales. También inhibe la
sintesis de triglicéridos y fosfolipidos de los hongos y la actividad
enzimatica oxidativa y perioxidativa, dando lugar a concentraciones
toxicas de peréxido de hidrégeno que puede destruir los organelos y
producir necrosis tisular.

Se une a los esteroles en la membrana celular fungica, que ocasiona la
incapacidad de la membrana para funcionar como barrera selectiva, con la
pérdida de constituyentes celulares esenciales.

Impide la 47intesis de adn del hongo, la fluorocitocina sufre una
desaminacion 47intesis47andose en 5- fluorouracilo, un inhibidor no
competitivo de la timidilato-sintetasa que interfieren en la 47intesis del
ADN.

Tomada de: Velazquez y col 2008 y Manuel, 2010.
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