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Evaluacion de la resistencia antibiotica de
bacterias aisladas de mastitis subclinica en
bovinos de establos lecheros de Lurin, Lima

Evaluation of the antibiotic resistance of bacteria isolated from subclinical mastitis in cattle from dairy farms
in Lurin, Lima

Miguel Miranda Quezada ', Siever Morales-Cauti '
RESUMEN

El objetivo del estudio fue determinar la resistencia antibidtica de bacterias aisladas de cuadros de mastitis subclinica en
cuatro establos lecheros del distrito de Lurin, Lima - Peru, el afio 2017. Se evaluaron 586 vacas Holstein sin cuadros de
mastitis clinica durante la estacion de verano, mediante la prueba de California Mastitis (CMT). Se colectaron muestras
de leche de los cuartos que resultaron positivas al CMT (+, ++, +++) y se procedié al cultivo bacteriologico (agar
sangre y agar McConkey) y se realizaron pruebas bioquimicas. Se evaluo la resistencia microbiana a ocho antibidticos
utilizando la prueba de sensibilidad Kirby-Bauer. Se encontrd 43.7% (256/586) de vacas con mastitis subclinicas y
12.4% (291/2344) de cuartos mamarios afectados. Las bacterias aisladas con mayor frecuencia fueron Klebsiella oxytoca
(20.2%), Enterobacter cloacae (12.1%), y Streptococcus agalactiae (9.1%). Se observo resistencia a antibioticos en
K. oxytoca a penicilina, cefalotina, amikacina, estreptomicina, tetraciclina, gentamicina, cefalexina y enrofloxacina
entre un 62.9% y 91.9%. Las cepas de E. cloacae presentaron 100% de resistencia a la penicilina y para cefalotina,
amikacina, estreptomicina, tetraciclina, gentamicina, cefalexina y enrofloxacina, entre 86.5% y 97.3%. En los aislados
de S. agalactiae la resistencia observada a la penicilina, cefalotina, estreptomicina, tetraciclina, gentamicina, cefalexina
y enrofloxacina estuvo entre el 10.7% y 82.1%. Para la amikacina la sensibilidad registrada fue del 100%.
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SUMMARY

The objective of the study was to determine the antibiotic resistance of bacteria isolated from subclinical mastitis in four dairy
farms in the district of Lurin, Lima, Peru, in 2017. 586 Holstein cows without clinical mastitis were evaluated during the
summer season, using the California Mastitis Test (CMT). Milk samples were collected from the quarters that were positive
for CMT (+, ++, +++) and proceeded to bacteriological culture (blood agar and McConkey agar) and biochemical tests
were performed. Microbial resistance to eight antibiotics was evaluated using the Kyrbi-Bauer susceptibility test. We found
43.7% (256/586) of cows with subclinical mastitis and 12.4% (291/2344) affected mammary quarters. The most frequently
isolated bacteria were Klebsiella oxytoca (20.2%), Enterobacter cloacae (12.1%), and Streptococcus agalactiae (9.1%).
Antibiotic resistance will be demonstrated in K. oxytoca to penicillin, cephalothin, amikacin, streptomycin, tetracycline,
gentamicin, cephalexin and enrofloxacin between 62.9% and 91.9%. The E. cloacae strains showed 100% resistance to
penicillin and to cephalothin, amikacin, streptomycin, tetracycline, gentamicin, cephalexin and enrofloxacin between
86.5% and 97.3%. In S. agalactiae isolates, the observed resistance to penicillin, cephalothin, streptomycin, tetracycline,
gentamicin, cephalexin, and enrofloxacin ranged from 10.7% to 82.1%. For amikacin, the sensitivity recorded was 100%.
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INTRODUCCION

La mastitis subclinica bovina es una de las principales
causas de pérdidas econdmicas para el sector lechero,
puesdisminuye laproducciony ocasiona pérdidas porel
descarte de leche, mayor gasto en tratamientos y mano
de obra (Abebe et al., 2016; Aliul et al., 2020; Zaatout
et al., 2020). Esta afeccion se define por la ausencia
de alteraciones en la leche y de signos clinicos, pero
resulta positivo a la prueba californiana de mastitis
(CMT) (Cobirka et al., 2020). Las evidencias mas
importantes son la presencia de los microorganismos
causales y el aumento del contenido celular en la leche
(Pinzon et al., 2009), afectando su calidad e inocuidad y
constituyendo un peligro potencial para la salud de los
consumidores. Los centros de acopio castigan la leche
de baja calidad con el rechazo o con una penalidad en
el precio, generando pérdidas al productor (Velasquez
y Vega, 2012; Villanueva y Morales, 2017; Aliul et al.,
2020).

La integridad del canal del pezén constituye una
barrera mecanica con sustancias antimicrobianas,
incluyendo linfocitos, inmunoglobulinas y células
fagociticas (Ashdown et al., 2011; Abebe et al., 2016;
Cobirka et al., 2020; Zaatout et al., 2020), de alli
que su deterioro incrementa el riesgo de infeccion
intramamaria (Wolter et al., 2015). La deficiencia de
energia y proteinas, asi como de selenio, vitamina A,
E, B-caroteno y minerales como zinc, cobre y cobalto
aumentan la susceptibilidad para sufrir de mastitis
aguda y tiene correlacion con numeros elevados de
células somaticas (Wolter et al., 2015; Pedersen et al.,
2021). Los factores de riesgo ambientales y de manejo
como el tamafio del hato, tipo de ordefio, materiales
de cama, etapa productiva, higiene y técnicas de
ordefio, pueden contribuir a la presentacion del cuadro
(Andresen, 2001; Ashdown et al., 2011; Abebe et al.,
2016; Villanueva y Morales, 2017; Cobirka et al.,
2020).

Entre los principales patogenos propios de la
mastitis se encuentran Staphylococcus aureus,
Streptococcus sp (S. agalactiae, S. dysgalactiae, S.
uberis) (Ashdown et al., 2011; Ruegg, 2017; Zaatout
et al., 2020) y entre los patogenos ambientales se
encuentran Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Citrobacter sp, Enterobacter aerogenes, Serratia sp,
Proteus sp (Ashdown et al., 2011; Aliul et al., 2020;
Cobirka et al., 2020).

La frecuencia de presentacion de la mastitis es
muy variable, tanto en su forma subclinica como
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clinica (Abebe et al., 2016; Villanueva y Morales,
2017; Cobirka et al., 2020), mostrando prevalencias
de hasta 75% de hatos positivos y de 63% de animales
afectados, siendo mdas frecuente la presentacion
subclinica que la clinica (Abebe et al., 2016). Por
otro lado, se ha demostrado que alrededor del 60% de
los aislados bacterianos a partir de casos de mastitis
muestran resistencia al menos a un antibiotico,
mayormente a estreptomicina, neomicina, cefalexina
y penicilina (Villanueva y Morales, 2017; Pascu et al.,
2022); e inclusive superiores a ello como el reportado
por Cobirka et al. (2020) que haya resistencia
antibiotica de 86% en cepas de Streptococcus uberis 'y
79% en Escherichia coli. En este contexto, el objetivo
del estudio fue evaluar la resistencia antibiotica de las
cepas bacterianas aisladas de las muestras de mastitis
subclinica en bovinos de establos lecheros del distrito
de Lurin, Lima, Perq, el ano 2017.

MATERIAL Y METODOS

El estudio fue realizado en cuatro establos de
ganaderia lechera de crianza intensiva ubicados en el
distrito de Lurin, Lima, Pert. Las muestras de leche se
colectaron durante el mes de enero del 2017 (estacion
de verano), teniendo como criterios de inclusion
cuartos aparentemente sanos, con produccion de leche
sin alteraciones fisicas, pero con reaccion positiva a la
prueba de CMT. Se colectaron muestras de leche de
586 vacas de raza Holstein en ordefio (2344 cuartos
mamarios). Estos animales recibian una alimentacion
abase de concentrado y forraje (chala), agua ad libitum
y suplementos vitaminicos y minerales. El manejo
contemplaba dos ordefios al dia y se encontraban en
corrales con un espacio vital aproximado de 30 m?
por vaca, con cuidados post ordefio como el uso de
selladores y sin historial de uso de antibiéticos por lo
menos en los 5 dias previos al muestreo.

El muestreo se realiz6 durante el ordefio de la
tarde a partir de las 16:00 horas. Para el diagnostico
de mastitis sub clinica se utiliz6 la prueba de CMT,
que es una prueba econdmica, rapida, y practica
y de uso rutinario en el campo (Ruegg, 2017). Esta
prueba posee una sensibilidad del 92% y especificidad
del 85%, y se fundamenta en la deteccion de células
somadticas, relacionadas principalmente a la presencia
de las células blancas y la reaccidon esta relacionada
con la abundancia de ellas presentes en la muestra de
leche (Cobirka et al., 2020);

El procedimiento de evaluacion se inicid con la
recoleccion de la muestra mediante ordefio manual.
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Fueron descartados los tres primeros chorros y se
tomo la muestra de leche de aproximadamente 2 ml
de cada cuarto, en una raqueta de CMT. Seguidamente
se agregd igual cantidad de solucion CMT a cada
compartimiento de la raqueta y se procedid a rotar
la misma con movimientos circulares durante 15-
20 segundos hasta logar una solucion homogénea
para posteriormente proceder con la lectura y la
interpretacion respectiva. Los criterios diagnosticos
fueron los siguientes:

* N = Negativo, cuando no se encontrd espesamiento
de la mezcla.

T Trazas (posible) ligero espesamiento de la
mezcla, el cual se desvanece con la rotacion continua
de la raqueta.

e (+) = Positivo débil (infectado) cuando hubo
espesamiento de la mezcla sin tendencia a formar gel.

e (++) = Positivo evidente (infectado) cuando hubo
inmediato espesamiento de la mezcla con ligera
formacion de gel.

e (+++) = Positivo fuerte (infectado) cuando hubo
formacion de gel y la superficie de la mezcla se
elevaba.

Se verifico que los cuartos con resultados positivos
a CMT estuvieran clinicamente sanos. A estos cuartos
(n=291) se le extrajo una muestra de leche (5 ml), se
procedio a su conservacion en un recipiente hermético
(“cooler”) a 4 °C y fueron trasladadas al Laboratorio
de Microbiologia de la Universidad Cientifica del Sur,
ubicada en el distrito de Chorrillo, Lima - Pert.

En el laboratorio se realizaron los cultivos en
agar sangre y agar McConkey y se incubaron por 24
h a 37 °C. En los casos con crecimiento se procedio
a la identificacion bacteriana mediante pruebas
bioquimicas en tubos de ensayos: tres azlicares, urea,
lisina, citrato, esculina, manitol y TSC con plasma,

Tabla 1.

pruebas de oxidasa y catalasa, realizdndose la lectura
a las 24 h (Winn et al., 2008).

Para la evaluacion de la sensibilidad antibiotica, se
realizo la prueba de Kirby-Bauer a las bacterias aisladas
e identificadas, inoculando las cepas en tubos de 5 ml
con caldo de tripticasa de soya y luego se incubaron a
37 °C hasta que alcanzo el nivel estandar de turbidez de
0.5 enlaescala de McFarland. Cinco minutos después se
sumergio un hisopo estéril en la suspension y se inoculd
sobre la superficie de la placa de agar Muller Hinton. La
siembra con el hisopo se hizo en tres direcciones para
asegurar una distribucion uniforme del indculo. Luego
de 5 min de reposo a temperatura ambiente se colocaron
los discos de antibidticos con una pinza estéril de forma
equidistante y se incub6 durante 24 h a 37 °C. La lectura
de las zonas de inhibicion vari6 segln el antibacteriano
contenido en los discos de sensibilidad (Instituto
Nacional de Salud (INS), 2002).

Se determino la condicion de sensibles, intermedios
yresistentes delas cepas bacterianasidentificadas frente
a ocho antibiodticos frecuentemente utilizados para el
tratamiento de la mastitis bovina en el pais: penicilina
(P, 10 U), gentamicina (GM, 10 pg), cefalotina (CF, 30
ug), enrofloxacina (BAY, 5 pug), amikacina (MK, 30
ng estreptomicina (S, 10 pg), tetraciclina (TE, 30 pg)
y cefalexina (CFL, 30 pg) (INS, 2002). Los resultados
fueron resumidos mediante estadistica descriptiva y
se presentaron en cuadros mostrando las frecuencias
absolutas y relativas.

RESULTADOS

Se observo que el 43,7% (256/586) de las vacas
evaluadas presentaron un cuadro de mastitis subclinica
(tabla 1), con afectacion del 12,4% (291/2344) de
los cuartos mamarios entre los 4 establos analizados
(tabla 2).

Frecuencia de mastitis subclinica en cuartos mamarios de vacas lecheras provenientes de cuatro establos de Lurin,

Lima — Perq, 2017.

Vacas Vacas positivas Cuartos Cuartos positivos
Establo evaluadas evaluados
(n) n % (n) n %
1 33 3 9,1 132 5 3,8
2 56 10 17,9 224 22 9,8
3 74 50 67,6 296 90 30,4
4 423 193 45,6 1692 174 10,3
Total 586 256 43,7 2344 291 12,4
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Tabla 2.
Frecuencia de mastitis subclinica por cuarto mamario de vacas lecheras en cuatro establos de Lurin, Lima — Peru, 2017.
Total de Anterior derecho Anterior izquierdo Posterior derecho Posterior izquierdo
Establo cuartos
positivos n % n % N % n %
1 5 2 40,0 1 20,0 0 0,0 2 40,0
2 22 6 27,3 7 31,8 4 18,2 5 22,7
3 90 24 26,7 23 25,6 22 24.4 21 23,3
4 174 45 25,9 39 22,4 41 23,6 49 28,2
Total 291 77 26,5 70 24,1 67 23,0 77 26,5
En el establo 1 solo se aislo Staphylococcus en el establo 4 fueron Klebsiella oxytoca (23,8%)
epidermidis, en el establo 2 hubo mayor frecuencia y Enterobacter cloacae (17,8%) las bacterias mas
de Escherichia coli (50%), en el establo 3 se observo predominantes (tabla 3).

mayormente Streptecoccus agalactiae (25,2%) 'y

Tabla 3.
Frecuencia de bacterias aisladas de cuartos mamarios con mastitis subclinica de vacas lecheras de cuatro establos de
Lurin, Lima — Perqa, 2017.

Establo . Cuartos positivos a mastitis
(n=muestras) Bacteria n %
fnsfib;;)l Staphylococcus epidermidis 5 3,8
Establo 2 Escherichia coli 3 1,3
(n=224) Corynebacterium bovis 1 0,4
Salmonella enterica 1 0,4
Staphylococcus aureus 1 0,4
Establo 3 Streptococcus agalactiae 28 9,5
(n=296) Klebsiella oxytoca 18 6,1
Staphylococcus aureus 17 5,7
Enterobacter aerogenes 13 44
Staphylococcus epidermidis 9 3,0
Bacillus sp. 6 2,0
Otros* 20 6,8
Establo 4 Klebsiella oxytoca 44 2,6
(n=1692) Enterobacter cloacae 33 2,0
Bacillus sp 17 1,0
Bacilos Gram (-)no fermentadores 17 1,0
Klebsiella pneumonae 14 0,8
Serratia marscescens 14 0,8
Escherichia coli 12 0,7
Otros** 34 2,0

*Escherichia coli (4), Enterobacter cloacae (4), Micrococcus sp. (2), Salmonella enterica (2), Serratia marcescens (2), Serratia
marcescens (2), Streptococcus dysgalactiae (2), Klebsiella pneumoniae (1), Streptococcus uberis (1).
**Providencia stuartii (7), Providencia alcalifaciens (7), Salmonella enterica (6), Staphylococcus aureus (4), Hafnia alvei (4),
Enterobacter aerogenes (3), Citrobacter freundii (1), Citrobacter koser (1), Shigella dysenteriae (1).
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Se aislaron 307 cepas bacterianas en los 291 cuartos
con mastitis subclinica. El patdégeno con mayor
frecuencia de aislamiento fue Klebsiella oxytoca

Tabla 4.

con 20,2% (62/307) de cuartos afectados, seguido
por Enterobacter cloacae con 12,0% (37/307) y
Streptococcus agalactiae con 9,1% (28/307) (tabla 4).

Frecuencia de bacterias aisladas a partir de muestras positivas a mastitis subclinica en vacas de cuatro establos lecheros
de Lurin (n=307). Lima — Pert, 2017.

Cuartos positivos a CMT

Bacterias

n %
Klebsiella oxytoca 62 20,2
Enterobacter cloacae 37 12,1
Streptococcus agalactiae 28 9,1
Bacillus sp 23 7,5
Staphylococcus aureus 22 7,8
Escherichia coli 19 6,2
Bacilos Gram (-)no fermentadores 17 5,5
Enterobacter aerogenes 16 5,2
Serratia marcescens 16 5,2
Klebsiella pneumonae 15 4,9
Staphylococcus epidermidis 14 4,6
Otras bacterias* 36 11,7

*Salmonella enterica (9), Providencia stuartii (7), Providencia alcalifaciens (7), Hafnia alvei (4), Micrococcus sp. (2), Streptococcus
dysgalactiae (2), Citrobacter freundii (1), Citrobacter koser (1), Shigella dysenteriae (1), Corynebacterium bovis (1), Streptococcus

uberis (1).

Al seleccionar los tres patdogenos bacterianos con
mayor presencia en el perfil de sensibilidad, se
encontré que Klebsiella oxytoca y Enterobacter

Tabla 5.

cloacae tenian mayores indices de resistencia con
relacion a Streptococcus agalactiae (tabla 5).

Resistencia antibacteriana de las tres principales bacterias aisladas a partir de muestras positivas a mastitis subclinica de

establos lecheros de Lurin, Lima — Pera, 2017.

K. oxytoca E. cloacae S. agalactiae

Antibiéticos (N=62) (N=37) (N=28)

n % n % n %
Penicilina 57 91,9 37 100,0 23 82,1
Cefalotina 53 85,4 34 91,9 10 35,7
Amikacina 39 62,9 35 94,6 0 0
Estreptomicina 49 79,0 32 86,5 12 429
Tetraciclina 52 83,9 36 97,3 19 67,9
Gentamicina 55 88,7 35 94,6 3 10,7
Cefalexina 49 79,0 34 91,9 15 53,6
Enrofloxacina 56 90,3 36 97,3 16 57,1
12 Salud tecnol. vet. 2022;1: 8-15
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DISCUSION

Elestudioreportounaalta frecuencia de presentacion de
mastitis subclinica bovina (43.7%), la cual podria verse
favorecido por el clima humedo del area de estudio, la
temperatura promedio del verano (aproximadamente
de 27°C), humedad relativa (67%) y las caracteristicas
propias de un sistema de produccion intensivo. Salazar
et al. (2003) habia reportado en un establo de Lima,
indices altos de presentacion subclinica alcanzando
43.8% (5/16) de casos de mastitis subclinicas y 10,9%
(7/64) de cuartos afectados en vacas de produccion;
en tanto que Gomez-Quispe et al. (2015) reportaron
65,6% de vacas con mastitis subclinica y 42.3% de
cuartos afectados en vacas en el departamento de
Abancay. Las diferencias entre los resultados de los
estudios podria estar asociado a la participacion de
multiples factores de riesgo que caracterizan a la
enfermedad y la particularidades ambientales en los
lugares donde se realizaron, dentro de los cuales estan
identificados factores como el clima, la temperatura, el
tipo de instalaciones y el tipo de crianza (Abebe et al.,
2016; Pascu et al., 2022).

Los cuartos mamarios evaluados en el estudio
presentan indices de mastitis subclinica similares
(entre 23 y 26.5%). Aunque son fisiologicamente
independientes, estos presentarian el mismo riesgo
de infeccion bacteriana, confirmando lo sostenido por
Botrel et al. (2010) y Oliver y Murinda (2012), quienes
plantean que no existe diferencia de susceptibilidad
frente a los principales patdgenos como los oportunistas
ambientales o de contaminacion fecal.

La frecuencia de mastitis subclinica en los
cuatro establos se encontrd entre 3.8 a 30.4%, con
una gran variedad y diversidad de patdgenos entre
ellos, reconociéndose en algunos casos patdogenos
ambientales como contagiosos. Este tipo de
presentacion también se ha observado en los reportes de
De Vliegher et al. (2012), Abebe et al. (2016), Cobirka
et al. (2020) y Pascu et al. (2022), quienes reportan
diferentes tipos de bacterias reconociendo como las
principales a Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, y Streptococcus agalactiae, y en frecuencia
de presentacion cercanos al 40%. Sin embargo, el
presente reporte difiere de la literatura y presenta
a Klebsiella oxytoca, Enterobacter cloacae como
los patdogenos mas frecuentes causantes de mastitis
subclinica en las condiciones en el que se desarrolla
la crianza en los cuatro establos estudiados. Estas
bacterias son reconocidos como patdgenos dentro del
grupo de coliformes (Cobirka et al., 2020; Zaatout et
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al., 2020), relacionados con la contaminacion fecal
y vinculados principalmente con la mastitis clinica
como lo describen Pascu et al. (2022). En el caso de
Streptococcus agalactiae, se coincide con los reportes
Pascu et al. (2022) quienes encuentran que este
patogeno es un hallazgo frecuentes en casos de mastitis
en bovinos con presentacion entre 6,8 y 14,4%.

La resistencia antibiotica es un problema creciente
en casos enfermedades infecciosas en el ganado
(incluyendo la mastitis), en la salud animal en
general y la salud publica en el mundo (Pascu et al.,
2022). Los resultados del estudio muestran niveles
de resistencia hasta de 100% de algunas patogenos a
determinados antibidticos o niveles cercanos a estos.
Otros estudios como el de Botrel et al. (2010) y Pascu
et al. (2022), evidencian un crecimiento progresivo de
esta caracteristica de resistencia y llaman la atencion
respecto al riesgo que representa este fendémeno para la
salud global (De Jong, 2018; Cobirka et al., 2020); Esto
implica la presencia y riesgo de transmision de genes
de resistencia, diseminandose de forma horizontal
de bacteria a bacteria por diversos mecanismos de
evolucion de estos patdgenos. Varios estudios reportan
resistencia a la penicilina por encima del 50% de las
cepas estudiadas (Oliver y Murinda, 2012; Pascu et
al., 2022), lo que también se muestra en los resultados
obtenidos en el estudio realizado en Lurin, donde se
encontré que el 100% de cepas de E. cloacae eran
resistentes a la penicilina

Los altos niveles de resistencia reportados en el
presente estudio y el progresivo incremento de estos
niveles, puede ser la respuesta a las condiciones de
crianza intensiva de los animales. En este sentido,
Oliver y Murinda (2012), Oliver et al. (2011), De Jong
et al. (2018) y Pascu et al. (2022) mencionan que se
hace uso frecuente e inadecuado de antibidticos en los
programas de prevencion y control de las mastitis y
otras enfermedades, generando una presion evolutiva
favorable a la resistencia y una seleccion positiva de
estos caracteres en estas cepas bacterianas.

Finalmente, las cepas que se reportan en el
presente estudio son reconocidos también afectando
al humano, lo cual favorece la diseminacion de
cepas resistentes que pueden comprometer la salud
global (Call et al., 2008; Oliver et al., 2011). Por ello
se viene promoviendo la busqueda de alternativas
terapéuticas a través del uso de bacteriocinas,
bacterias probidticas, bacteriéfagos y fotoquimicos
bioactivos (Botrel et al., 2010; Wilson et al., 2020;
Zaatout et al., 2020), que no solo compiten con
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los patogenos bacterianos, sino que evidencian
otros mecanismos bioldgicos favorables. Estas
actividades se encuentran enmarcada dentro del plan
de accion global contra la resistencia antibidtica
promovida por la FAO, OIE y OMS (Organizacioén
Mundial de salud animal (OIE), 2015). Por ello el
monitoreo de patrones de resistencia antimicrobiana
de aislamientos bacterianos de casos de mastitis es
de utilidad para las decisiones de tratamiento, el uso
prudente de antimicrobianos en las explotaciones
lecheras y control de la persistencia y propagacion de
cepas bacterianas resistentes a los antimicrobianos a
los animales, los seres humanos y el medio ambiente.

CONCLUSIONES

Streptococcus  agalactiae, Klebsiella oxytoca 'y
Enterobacter cloacae fueron los agentes bacterianos
observados con mayor frecuencia en casos de mastitis
subclinica en vacas lecheras de cuatro establos de
Lurin, Lima - Peru.

Los aislados presentaron una mayor frecuencia de
resistencia a la penicilina, cefalotina, estreptomicina,
tetraciclina, gentamicina, cefalexina y enrofloxacina.
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