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RESUMEN.

Este trabajo tuvo como objetivo establecer la frecuencia, grado de importancia y sensibilidad a diferentes agentes
quirnioterapéuticos, de microorganismos aislados de leches con alto contenido celular somético. Se obtuvieron
muestras de leche, en condiciones de asepsia, de cuartos mamarios que presentaron niveles de células mayores
a 2.5 millones por ml. Este muestreo se efectué mensualmente, durante un afio, a partir de 2800 vacas de siete
establos localizados en el Valle de México; se seleccionaron 1230 vacas con alto conteo celular, a estos animales
se les hizo la prusba de Wisconsin por cuarto, eligiendo as! el cuarto para aislamiento bacteriano. De los cuartos
muaestreados se obtuvieron 896 aislamientos. Los microorganismos aislados con mas frecuencia fueron
Staphylococcus aureus (31 %), S. epidermidis (19 %), Bacillus cereus (13 %) y Escherichia coli (10 %). Algunas
especies de microorganismos dieron muestra del efecto de época del afio. Las bacterias Gram positivas
mostraron resistencias variables a los antibidticos, detectdndose diferencia estadlstica entre éstos. Por ofro fado,
en el caso de bacterias Gram negativas, se not6 una similar resistencia a antibidticos especificos, es decir, la ma-
yorfa de las bacterias de este grupo fueron resistentes a cefalolosporinas, ampicilina y tetraciclina. Por el modo de
accion de los quimioterapéuticos, sélo en las Gram negativas se notd diferencia estadistica, siendo los antibiéticos
que inhiben fas sintesis de dcidos nucleicos o los que actlGan sobre la membrana celular los més efectivos.

Palabras Clave: Microorganismos asociados a mastitis, Sensibilidad a Quimicterapéuticos, Antibiéticos Gram
positivos, Gram negativos.
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En la vaca lechera, la mayoria de las nas que generan lesiones. Otros tipos de
mastitis son causadas por microorganismos  microorganismos que también pueden
, generalmente bacterias, que invaden la causar mastitis son las levaduras y en
ubre muitiplicAndose y produciendo toxi- ocasiones algas (1,2, 3). Se ha demostra-

) Roclbid icacién 8 d 4o 1993 do que las especies bacterianas que mas
a) Recibido para su publicacién 8 de marzo de . ; N
by CEVAMEX Instituto Nacional de Investigaciones Fo- frecyemem;tmeh"}feman ala gléndulgt;n a
restales y Agropecuarias. Secretaria de Agricutturay ~ Maria SOn Siapnylococcus aureus y Strep-
Recursos Hidraulicos. Chapingo, Edo. de México, fococcus agalactiae, que forman parte del

) gé;;lgeégo. ct;)grlret?mm?;a:g.\szz;;;mzéexmﬂse.sm grupo de las llamadas bacterias contagio-
C -Microbiologia, g ; Departamel ;
de Bacteriologla, Km.15.5 carretera México-Toluca, sas (2.3). Por otro lado bacterias menos

Palo Alto Cuajimalpa, 05110, México, D.F. comunes pueden ser las mas prevalentes
Dirigir la correspondencia a QFB Laura Hernandez €N cierta época del aiio, como es el caso
Andrade. de las coliformes, durante el periodo de

lluvias {(1,2,3,4).Algunas vacas son mas
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susceptibles de contraer infecciones en la .

glanduta mamaria; la frecuencia de esta
enfermedad puede estar influenciada por
diferentes factores como son: edad de la
vaca, estadio del ciclo de lactacién y
época del afio (2,5).

La resistencia bacteriana a los antibidticos
es un problema de salud puablica, que en
México, al no existir control sobre el uso
de quimioterapéuticos, es particularmente
importante (6,7). Para combatir la mastitis
y otras enfermedades del ganado lechero,
los antibiéticos son usados desmesurada-
mente produciendo una continua exposi-
cidn a estos farmacos.

Esta situacién impone presiones de
seleccién sobre las poblaciones bacteria-
nas, generando adaptaciones ecolégicas
hacia ics quimioterapéuticos. Tal adapia-
-ién o resistencia se puede desarrollar con
rapidez y por diferentes mecanismos
(6,8,9,10). ‘

Existen inform::s en la literatura indicando
que, ia incidencia de bacterias patégenas
resistentes a los quimioterapéuticos tiende
a ser mayor, tanto en patdgenos causan-
tes de enfermedades en el hombre como
en los animales (7,11,12,13,14,18). Sin
embargo, ia magnitud de este problema
en patégenos causantes de mastitis no se

ha establecido todavia en México.

El objetivo de fectuar este trabajo fue
para establecer los siguientes parametros:
a) la frecuencia e importancia de patége-
nos aislados de casos de mastitis subclini-
ca; b) el efecto de época del afio sobre la
frecuencia de los aislamientos; ¢) evaluar
el grado de resistencia a los quimiotera-
péuticos por las bacterias aisladas; d)
Determinar la relacion entre el modo de
accion de los quimioterapéuticos v el gra-
do de resistencia.

Se tomaron muestras de leche mensual-
mente, durante un afio en 2800 vacas de
siete establos ubicados en el Valle de
México, caracteristicos de la zona, con
ganado de raza Holstein ordefiado con
maquina. El tamafio de los hatos variaba
entre 200 a 600 vacas.

Estas muestras fueron inicialmente anali-
Zzadas en cuanto al ndmero de células
somaticas; las vacas que presentaban
mas de 2.5 millones de células somaticas
por mi fueron muestreadas nuevamente
para realizar la prueba modificada de
Wisconsin por cuarto y asi poder elegir el
cuarto par~ muestra bacteriolégica. Un
total de 1,230 vacas fueron muestreadas
por un cuarto. Estas muestras fueron
sembradas en agar sangre y las bacterias

CUADRO 1. CLASIFICACION DE MICROORGANISMOS AISLADOS DE 1230 MUESTRAS DE LECHE
CON MAS DE 25 MILLONES DE CELULAS SOMATICAS POR ML DE ACUERDO CON sU
FRECUENCIA DE AISLAMIENTO Y LA PRUEBA DE FRIEDMAN *.

Posicién de acuerdo con la frecuencia de

Posicidn de acuerdo con la prueba de Friedman

aislamiento )

1 Staphylococcus aureus 1 Staphylococcus aureus

2 Staphylococeus epidermidis 2 Staphyloccus epidermidis
3 Racillus cereus 3 Escherichia coli

4 scherichia coff 4 Levaduras

5  Corynebacterium spp 5 Bacillus cereus

6 Levaduras 6 Corynebacterium spp

7 Streptococcus agalaclie 7 Strepfococcus agalactie

8 Streptococcus uberls 8 Enterobacter spp

9 Enterobacter spp 9 Strepfococcus uberis
10  Kisbsiella spp 10 Strepfococcus spp

11 Streptococcus spp 11 Kiebsiella spp

12  Pseudomonas spp 12  Pseudomona spp

13 ‘Pasteurella haemolytica . 13 Pastoursila haemolytice
* (p<0.05)
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CUADRO 2. NUMERO DE AISLAMIENTOS EN 1230 MUESTRAS DE LECHE CONMAS DE 25 MILLONES
DE CELULAS SOMATICAS POR ML, OBTENIDAS A LO LARGO DE UN ANO.

patégenos ene feb mar abr may jun jul ago sep oct nov dic total
1 Staphylococcus aureus 31 28 16 28 37 16 21 17 30 30 10 10 277
2 Staphylococous epitermidis 19 20 11 22 21 11 6 2 23 20 8 6 169
3 Bacillus cereus 0 15 5 25 32 12 1 1 26 33 0 © 120
4 Escherichia coli 6 4 6 19 12 12 13 @9 13 4 5 7 90
5 Corynebactetium spp. 5 5 22 20 11 o 1 1 4 6 0 O 75
8 Llevaduras 3 9 17 10 4 3 6 1 5§ 1 o 2 61
7 Streptococcus agalactiae 3 6 10 5 4 1 ¢ 3 0 0 1 1 34
8 Streptococous ubers o 0o o 0o 1 0 12 1" 6 2 o0 O 26
9 Enterobacter spp. 1 1 3 0 0 0 3 3 4 1 o 0 16
10 Klebsialla spp. o 0o ¢ 0 0 0 0 13 0 ©0 0 0 13
11 Streptococcus spp. 3 1 1 0 1 0 0 © 1 2 0 0 g
12 Pseudomonas spp. 2 0 ¢ 0 o © 1 0 0 © 0 0 3
13 Pasteurella haemoiytica 1 0 0 0 o9 o0 2 ©0 o0 0 0 © 3

Total por mes 74 89 94 119 123 45 66 61 1068 69 24 26 896
fueron identificadas siguiendo procedi- tanto, en el caso de S. aureus, S. epider-

mientos convencionales (16, 17, 18, 19).
Las bacterias identificadas fueron someti-
das a pruebas de sensibilidad a los gui-
miocterapéuticos, siguiendo el método de
Kirby-Bauer (20) y usando sensidiscos
comerciales.

Los resultados obtenidos fueron sometidos
a un analisis estadistico mediante tabletas
de contingencia (21) y al analisis de va-
rianza de dos clasificaciones por grados
-de Friedman (22).

En el cuadro 1, aparece la clasificacién de
bacterias aisiadas en 1230 muestras de
leche, con mas de 2.5 millones de células
sométicas por mi, de acuerdo a dos
criterios: en la columna de la izquierda, {os
microorganismos aparecen en orden de
frecuencia de aisiamientos obtenidos en
este estudio; asi, se puede observar que
S. aureus fue la bacteria mas frecuente-
mente aislada, seguida de S. epidermidis,
la bacteria menos frecuente fue P. haemo-
Iytica.

Por otro lado, en la columna de la dere-
cha, del mismo cuadro, l0s 1 icroorganis-
mos aparecen clasificados de acuerdo a la
prueba de Friedman. Una de las caracte-
risticas de esta prueba, es la de clasificar
las bacterias con base a la distribucion de
sus aislamientos a los largo del ailo. Por lo
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midis, S. agalactiae, Pseudomona spp y P.
haemolytica, el lugar que ocupan en las
dos clasificaciones es el mismo, pero con
los otres patégenos su posicion es diferen-
te, segun los dos criterios de clasificacion,
Por ejemplo, B. cereus ocupa la posicion
namero 3 de acuerdo al nimero de aisla-
mientos (120), pero ocupa el 50 lugar
segun la prueba de Friedman, debido a
que como puede observarse en el Cuadro
2, mas del 81 % de estos aislamientos
tuvieron lugar solamente en los meses de
febrero, abril, mayo y septiembre. A dife-
rencia de S. aureus y S. epidermidis que
fueron aislados en todos los meses del
afio, con mas o menos la misma frecuen-
cia,

El numero de especies de microorganis-
mos aislados de enero a diciembre,
aparece en el cuadro 2. En total fueron
896 aislamientos y su wistribucién a lo
largo del afio fue variable, notandose una
disminucidon de octubre a enero y un
incremento de febrero a mayo. Por otra
parte, hay patbégenos que se aislaron
solamente en determinados meses, como
Klebsiella spp y Streptococcus uberis y
otros que fueron aislados en todos los
meses, como S. aureus ¥y E. coli.
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Figura1. Frecuencia de patogenos aislados de 1230 muestras de leche con
‘ mas de 2.5 millones de células somaticas agrupadas segin la tincion
de Gram y otras caracteristicas morfologicas.
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La frecuencia de patégenos aislados,
agrupados de acuerdo a la tincién de
Gram y a otras caracteristicas morfol6gi-
cas, se presenta en la figura 1. Puede
verse que el mayor porcentaje de aisla-
mientos fueron del grupo de los Gram
positivos, seguido por los Gram negativos
y levaduras.

CUADRO 3. PORCENTAJE DE RESISTENCIA A Di-
FERENTES QUIMIOTERAPEUTICOS DE 710 CE-
PAS DE BACTERIAS GRAM POSITIVAS AISLADAS
DE LECHES CON MAS DE 25 MILLONES DE
CELULAS SOMATICAS POR ML

QUIMIOTERAPEUTICOS RESISTENCIA (%)
Ampicilina ~ 28
Lincomicina 28
Estreptomicina 28
Cloxacifina 24
Penicilina 19
Sulfametoxazol-trimetropina 14
Eritromicina 12
Tetraciclina 12
Cefotaxima 8
Kanamicina 6
Cefalospirina 5
Gentamicina 1

El porcentaje de resistencias encontradas
para cada quimioterapéutico en el grupo
de las bacterias Gram positivas se en-
cuentra en el cuadro 3. Los quimiotera-
péuticos a 10s que se observé mayor resis-
tencia fueron ampicilina, lincomicina y es-

treptomicina; mientras que a la gentamici-
na, cefalosporina y kanamicina la resisten-
cia fue menor. En el cuadro 4 sin embar-
go, el andlisis por tablas de contingencia,
indica que, considerando a todas las bac-
terias Gram positivas, no hay diferencia
significativa entre las resistencias encon-
tradas a los diferentes quimiotérapéuticos.
Por ejemplo, B. cereus presenta mayor re-
sistencia a lincomicina mientras que S.
uberis a la cloxacilina, ¢ bien S. agalactiae
a sulfametoxazol - trimetropin. lguaimen-
te, en este mismo cuadro se puede apre-
ciar que con excepcién de Corynebacte-
rium spp, en las otras especies bacteria-
nas si hay diferencia significativa en las
resistencias mostradas a los quimiotera-
péuticos estudiados.

La resistencia mostrada por las bacterias
Gram negativas fue diferente a las Gram
positivas. Como puede verse en el cuadro
§, las bacterias Gram negativas muestran
la mayor resistencia a los mismos quimio-
terapéuticos; se observé mayor resistencia
a la cefalosporina, ampicilina y tetracicli-
na. Debido a esta respuesta homogénea
de las bacterias Gram negativas, cuando
se consideran como grupo, si se detectan
diferencias significativas entre las resis-
tencias mostradas a los quimioterapéuti-
cos estudiados (cuadro 8).

CUADRO 4. PORCENTA.JE DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS QUE DEMUESTRAN DIFERENTES
BACTERIAS GRAM POSITIVAS AISLADAS DE LECHES CON MAS DE 2.5 MILLONES DE CELULAS

SOMATICAS POR ML

Significancia CEF EST PEN ST CTX AMP ERICLOX TET GEN LIN KAN
s S. aureus 4 39 24 16 4 37 15 28 15 2 24 6
8 S. epidermidis § 3% 20 14 1 30 12 32 18 1 27 10
Rl B. corous 6 6 18 9 10 27 10 7 3 0 48 3
NS Corynebactenum spp § 8 4 7 3 5 0 8 4 1T 1" 1
s $. agelactiae 0 15 8 29 6 0 6 15 8 3 18 3
s* S. uberis 19 &80 27 38 35 42 27 177 23 0 42 12
NS Streptococus spp 0 0 0 0 o 11 1" 11 1 0 0 0

* (P <0.05) Diferencia entre antibiéticos
** (P <0.01) Diferencia entre antibiticos

CEF Cefalospirina, EST Estreptomicina, PEN Penicilina, S-T Sulfametoxazol- Trimetropin, CTX Cefotaxima,
AMP Ampicilina, ERI Eritromicina, CLOX Cloxacilina, TET Tetraciclina, GEN gentomicina, LIN Lincomicina, KAN

Kanamicina.
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CUADRO 5. PORCENTAJE DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS QUE DEMUESTRAN BACTERIAS GRAM
NEGATIVAS DE LECHES CON MAS DE 2.5 MILLONES DE CELULAS SOMATICAS POR ML

Significancia CEF S-T CTX AMP TET GEN FUR CAR NAL COL OXO CLOR
s E. coli N 21 2 65 38 1 3 20 9 3 2 12
g™ Entarobacter spp 38 19 6 56 44 8 6§ 19 6 13 0 13
g Klebsiglla spp 54 23 8 62 69 0 0 = 8 0 8 46
S Pseudomonas 33 33 0 33 33 0 0 0 0 0 0 0
S P. haemolytica 3 0 0 100 67 0 0 33 0 0 0 0

** (P <0.01) Diferencia entre antibidticos

CEF Cefalosporina, S-T Sulfametoxazol-trimetropin, CTX Cefotaxi.na, AMP Ampicilina, TET Tetraciclina,
GEN Gentamicina, FUR Furadantina, CAR Carbenicilina, NAL Acido Nalidixico, COL Colimicina.

OXO Acido oxolinico, CLOR Clorafenicol.

CUADRO 6. PORCENTALE DE RESISTENCIA A
DIFERENTES QUIMIOTERAPEUTICOS DE 104
CEPAS DE BACTERIAS GRAM NEGATIVAS AlS-
LADAS DE LECHE CON MAS DE 2.5 MILLONES
DE CELULAS SOMATICAS POR ML

Quimioterapeuticos Resistencia (%)*
Ampicilina 64
Tetraciclina 43
Cefalospirina 34
Sulfam~toxazol-trimetropim 21
Carbencilina 20
Cloranfenical 15
Acido Nalidixico 8
Colimicina 4
Cefotaxima 3
Furadantina 3
Acido oxolinico 3
Gentamicina 1
* {P<0.05)

El ndmero de bacterias Gram negativas y
Gram positivas resistentes a los quimiote-
rapéuticos estudiados, agrupados por mo-
do de accion, aparecen en los cuadros 7 y
8. En el caso de las bacterias Gram positi-
vas, no se detecté relacion estadistica
entre el modo de accidn de ios quimiotera-
péuticos y el grado de resistencia. Caso
contrario es el grupo de las Gram negati-
vas, en las que si se detectd el efecto
estadistico por modo de accién. En éstas
ultimas, se encontré mayor resistencia a
los quimioterapéuticos, cuyo modo de
accién es la inhibicién de la pared celular,
de la sintesis de proteinas, asi como la
inhibicion de enzimas metabdlicas.

En la literatura (3,5,23,24) se han notifi-
cado frecuencias de aisiamientos similares
a las de este estudio, aunque en el caso
de algunas bacterias como Strepfococcus
agalactiae, su frecuencia es mas baja a lo
seflalado generalmente (2, 3, 5, 25). Por
oiro lado, considerando a todos los aisla-
mientos, no se encontré efecto de mes del
afio sobre la frecuencia de aislamientos.
Aunque en el caso de algunas bacterias
especificas, si se nota un efecto de época
del afio. Tal es el caso de Bacillus cereus,
Corynebacterium spp, levaduras, Strepto-
coceus uberis y Klebsiella spp. Escherichia
coli se presenté durante todos los meses
del afio y las ievaduras s6lo en un mes no
se presentaron; considerdndose mas im-
portante la aparicién de microorganismos
que la cantidad con que se presentan, ya

que esto indica que el patégeno no se
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puede eliminar y se presenta mes con
mes, comparado con otro que se presenta
en gran cantidad en un mes, pero que no
aparece en los siguientes meses.

No todas la. bacterias presentaron resis-
tencias a los mismos gquimioterapéuticos,
por ejemplo, B. cereus mostré mayor
resistencia a lincomicina, mientras que
Streptococcus uberis a la cloxaciling, o
bien Streptococcus agalactiae a suifame-
toxazol - trimetropin.



CUADRO 7. NUMERO DE BACTERIAS AISLADAS
DE LECHES CON MAS DE 25 MILLONES DE
CELULAS POR ML.RESISTENTES A QUIMIOTE-
RAPEUTICOS AGRUPADOS POR MODO DE
ACCION

Pared Ribo- Meta- ADN- Mem-
celular soma bolismo ARN brana

E. coli 75 40 20 9
Enterobacterspp 13 9 3 1
Kiebsiella spp 11 10 3 2
Pseudomonas 1 1 1 0
spp

P. haemolytica 3 2 o 0
* (P<0.01) Diferencia significativa entre modos de
accidn.

(= OCON W

Las resistencias mostradas por las bacte-
rias en este trabajo, son similares a las
informadas por otros autores (1,4,711) y
aun cuando se considera que no son muy
elevadas, tomando en cuanta las normas
estipuladas por diferentes agencias mun-
diales de la salud (10,26,27,28), se su-
giere que, para un efectivo tratamiento de
la mastitis en casos severos o crénicos, se
cuente con el apoyo de un laboratorio que
realice aislamientos de los patégenos que
estén causando la infeccién, asi como
pruebas de sensibilidad que permitan
hacer un mejor uso de los quimioterapéu-
ticos.

CUADRO 8, NUMERQ DE BACTERIAS GRAM PO~
SITIVAS AISLADAS DE LECHES CONMAS DE 2.5
MILLONES DE CELULAS POR ML. RESISTENTES
A QUIMICTERAPEUTICOS AGRUPADOS POR MO-
DO DE ACCION.

Pared Ribosoma Maetabolismo

celular
S. aureus 143 142 42
S. epidermidis 82 82 3
B, cersus 34 63 11
Corynebacterium spp 9 10 5
S. agalactine 7 7 10
S. uberis 28 19 10
Streptococcus spp 2 3 0

Otro aspecto importante para racionalizar
el uso de antibidticos, es mejorar las

condiciones en las que se encuentra el
ganado, haciendo mas eficiente la rutina
de ordeflo, para evitar las infecciones de
la glandula mamaria (5) y no pretender
controlar la mastitis con el uso exclusivo
de quimioterapéuticos.

SUMMARY

In order to establish the frequency, the importance and
the sensitivity of microorganisms isolated from the
mammary gland with high cell counts to antimicrobial
agents, monthly sterile quarter milk samples with more
than 2.5 million somatic cell counts were obtained from
seven dairy herds over a year. A total of 1230 had high
cell counts from which 896 isolates were obtained. The
most frequently isolated pathogens were: Staphylococ-
cus aureus (31 %), S. epidermidis (18 %), Bacilus
cereus (13 %) and E. coli (10 %). A seascn effect was
found for only a few pathogens. The Gram positive
bacteria showed varable resistance to different
antimicrobial agents allowing for statistical differences
among antimicrobial agents. On the other hand Gram
negative bacteria showed similar resistance to the same
antibiotics. Most of the pathogens of this group were
resistant to cephalosporin, ampicillin, and tetracycline.
Finally, only Gram negative bacteria showed statistical
differences among antibiotics grouped by mode of
action. Antibiotics that inhibit synthesis of nucleic acids
and those that act on cell membrane were the most
effective.

Key Words: Eticiogical Agents, Bovine Mastitis,
Antibiotic Resistance, Gram Negative Bacteria, Gram
Positive Bacteria.
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