UNIVERSIDAD NACIONAL PEDRO RUIZ GALLO
ESCUELA DE POSTGRADO

MAESTRIA EN CIENCIAS CON MENCION EN MICROBIOLOGIA

TESIS

Factores de virulencia y susceptibilidad a penicilina y ceftiofur en

staphylococcus aureus aislado de mastitis bovina, Chiclayo- 2022

Presentada para obtener el grado académico de Maestra en Ciencias con

mencién en Microbiologia

Investigador:

Zully Genoveva Montenegro Esquivel

Asesora:

Dra. Margarita Hormecinda Torres Malca

Lambayeque, 2024



Factores de virulencia y susceptibilidad a penicilina y ceftiofur en

staphylococcus aureus aislado de mastitis bovina, Chiclayo- 2022.

{
Zully Genoveva Montenegro Esquivel Dra. Margarita Hormecinda Torres Malca
Autora Asesora

Tesis presentada a la Escuela de Posgrado de la Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo para

obtener el Grado Académico de Maestra en Ciencias con mencion en Microbiologia.

Aprobado por:

Dra. Martha Arminda Vergara Espinoza
Presidenta

Dra. Ana Maria del Socorro Vasquez de Cumpa
Secretaria

N

Dra. Gianina Llontop Barandiaran
Vocal

Lambayeque — 2024



ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS 067
e°’~"o las //30 horas deldia...29..........c...........de .. @etAd. . . delafio Dos Mil

:”744;474. ................... PRESIDENTE (A)
..bm ,A-.u\ ulm oa»/ pr % ale... gu.«?ﬁﬂ. .......... SECRETARIO (A)

_bm G?-(«W‘A- M B ot et B VOCAL
ASESOR (A)

£ Presidente del jurado autorizé del acto académico y después de la sustentacion, los sefiores
miembros del jurado formularon las observaciones y preguntas correspondientes, las mismas que

fueron absueltas por el (la) sustentante, quien obtuvo ... b - puntos que equivale al
zalificativo de Wwa ...... T

Siendo las ...../d..:..2. Z.... horas del mismo dia, se da por concluido el acto académico, firmando la
presente acta.




Declaracion jurada de originalidad

Yo Zully Genoveva Montenegro Esquivel investigador principal y Margarita Hormecinda
Torres Malca, asesora del trabajo de investigacion “FACTORES DE VIRULENCIA Y
SUSCEPTIBILIDAD PENICILINA Y CEFTIOFUR EN Staphylococcus aureus AISLADO
DE MASTITIS BOVINA, CHICLAYO- 2022”, declaramos bajo juramento que este trabajo
no ha sido plagiado, ni contiene datos falsos. En caso se demostrard lo contrario, asumo
responsablemente la anulacién de este informe y por ende el proceso administrativo a que
hubiere lugar. Que puede conducir a la anulacion del titulo emitido como consecuencia de este

informe.

Lambayeque, 18 de octubre, del 2023

7 7
Zully Genoveva Montenegro Esquivel Dra. Margarita Hormecinda Torres Malca
Autora Asesora




Dedicatoria

CON GRATITUD A DIOS SUPREMO

Por darme salud, sabiduria y estar presente
en todo momento recibiendo su luz,
proteccion y orientacion, permitiendo que

cumpla con mis objetivos.

A MIS HIJAS: PRISCILLA NILDA'Y MARIA
ALEJANDRA

Por su comprension y ser mi fuente de motivacion.

A MI MADRE NILDA
Por su apoyo incondicional para

lograr mis metas trazadas.

A LA MEMORIA DE:

MI PADRE EDUARDO

Por su comprensidn, apoyo Y sabios consejos.
MI ABUELITA GENOVEVA

Por el amor y carifio que siempre me brindo
M| PROFESORA NILDA DELGADO

Por su amistad y conocimientos impartidos.



Vi

Agradecimiento

Mi més sincero agradecimiento a la Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo Facultad &

Ciencias Bioldgicas por haberme admitido en el programa de maestria.

A los diferentes propietarios de los establos lecheros del distrito de Chiclayo por permitirme

realizar la toma de muestras de leche de vacas con mastitis.

Mi maés sincero agradecimiento a mi gran amiga y compafiera de trabajo Dra. M.V.
Margarita Hormecinda Torres Malca asesora de la presente investigacion por su constante

apoyo incondicional y ayuda brindada para la realizacion y culminacion de la presente tesis.

A mi querida amiga y compariera de trabajo Dra. Martha Vergara Espinoza por su
constante apoyo en el desarrollo y revision del presente trabajo.



vii

Indice General

[D2=T0 [Tor- (o] ¢ - WO PP P TP PR PR OPRPOPRROPROPN %
AGradECIMIENTO ..ottt et neee s vi
INAICE GENETAL..........oeeeeeceeeeeee ettt vii
INAICE A tADIAS ..., viii
INAICE B TIGUIBS........coceeececeeeeieee ettt iX
RESUIMEIN ...ttt e e e e s e e e s e e X
ADSTFACT ... Xi
I, INTRODUCCION ..ottt sttt 1
O B 17T 3 [0 I 7o ] ¢ [ IO PR PP TR 5
2.1 Antecedentes de 1a INVESTIZACION .....cuuiiei i 5
Antecedentes INterNaCioNales. ... .uuu e e 5
Antecedentes NaCIONAIES .....ccceeii e 9
2.2 BASE TEONICA 1oeeeeiuiiiiteee e e e e e ettt ettt e e e e s ettt et e e e e e e s bbb et e e e e e e e a bbb e e e e e e e e e e arrees 12
2.3 DefiniCiONES CONCEPTUAIES ... ..vvvvuieiiieeeiierriie i e e e e e e e e e e e e e e bbb r e e e e e e e eb bbb reeeeees 14
2.4 HIPOTESIS 1.t eeeieeeiiiiiis st e e e e e e eee b e st e e e e e e e e e s b e et e e eee e e e s et bttt e eeeee e e b bbb e e teee e e e e e bbb nraeeeeees 15
I, MELOdOoS Y MAtErIAles .......ccoievieeiiie ettt 15
3.1 TIPO A INVESTIGACION 1t eeeiiieeitiiiee i e ee e e ettt e e e e e e bbbt r e e e e e s e e s bbb rtr e e e e e e e e bbb nreeeees 15
3.2 MEtodo de INVESTIZACION. .. .cuvtiuiiiiiieeiiieriiii st e e e e e e e e e e e e e e e e e e bbb e e e 15
3.3 Disef0 de CONTrASTACION 1.eeeviiiuiiiiirieiieee e s sttt et e e e e e e s s bbb e e e e e e e e s s e bbb e e e e e e e e e s s nnneeees 15
K U Lo T ol T T WO PO PRSP PPRTPP 15
3.5 PObIacidn, MUESEIa Y IMUESEICO ...u..ieiiiiiriiiiiiiiieeeeeeeetbb et st e e e e e s s bbb e e s e e s e bbb e e e e 16
3.6 Técnicas, instrumentos, equipos y materiales de recoleccion de datos .............ccccevueeen. 17
IV, RESUITAAOS ... 23
4.1 Staphylococcus aureus aislados de establos lecheros .............ccccccevveeiiieciinnn, 23
4.2 Aislamiento e identificacion de S. QUIEUS ..........ccccuuuuiiiiieeiiiiiiiiiii e 23
4.3 FACtOres de VIFUIBNCIA ....uvvviieiiieeeeieiiiiiit e e e e e e e s sttt e e e e e e s st e e e e e e e e s s s bbb b e e aaeeeeaans 24
4.4 Susceptibilidad antimicrobiana de Staphylococcus QUreus..............c.ccouviiiiiiiiineinnnnnn, 30
Vo DIHSCUSION ..ttt ettt ettt et 33
VI CONCIUSIONES ... 39
VL PrOPUEBSTAS ..ceiiieeeiiiiiiie ettt e e e e e s e e e e e e s s et b r e e e aeeeaaaans 40

N 1T o [ ot S SRS SPRRRSTRR 48



viii

Indice de tablas

Tabla 1. Interpretacion de la medida de los diametros de los halos e inhibicion...............cccccceve... 22
Tabla 2. Staphylococcus aureus aislado de mastitis bovina distrito de Chiclayo. ................... 23
Tabla 3. Factores de virulencia. Produccidon de coagulasa en horas e intensidad por S. aureus aislados
de Mastitis bovina, distrito de Chiclayo. Septiembre2022 — Diciembre 2022.............ccccoeeeeeeeeeeennn. 24
Tabla 4. Produccion de hemolisina a (mm de didmetro) por Staphylococcus aureus aislados de
Mastitis bovina, distrito de Chiclayo. Septiembre 2022 — Diciembre 2022 ..........ccccoovvveevivveviiinnnnnn. 25
Tabla 5. Produccion de hemolisina aff (mm de diametro) por S.aureus aislados de Mastitis bovina,
distrito de Chiclayo. Septiembre 2022 — Diciembre 2022............coocuuiiiiiieeeeeiieiiiiiiece e 26
Tabla 6. Factores de virulencia. Produccidn de leucocidina por Staphylococcus aureus aislados de
Mastitis bovina, distrito de Chiclayo. Septiembre 2022 — Diciembre 2022 ............ccccoeevnvmmnnmnnnnnnnns 28
Tabla 7. Factores de virulencia. Produccidn de fibrinolisina por Staphylococcus aureus aislados de
Mastitis bovina, distrito de Chiclayo. Septiembre 2022 — Diciembre 2022. .........ccccoovveevvvviiiiinnnnnn. 28
Tabla 8. Susceptibilidad a Penicilina y Ceftiofur de Staphylococcus aureus aislados de Mastitis
bovina, distrito de Chiclayo. Septiembre 2022 — Diciembre 2022. .........cccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 30
Tabla 9. Susceptibilidad a Penicilina y nimero de factores de virulencia de S. aureus aislada de
Mastitis bovina. Distrito de Chiclayo. Septiembre 2022 — Diciembre 2022. ........ccccoevveevvvveviiinnnnnn. 32
Tabla 10. Factores de Virulencia de Staphylococcus aureus aislados de Mastitis bovina asociados a

cepas resistentes a Ceftiofur. Distrito de Chiclayo. Septiembre 2022 - Diciembre 2022 ................. 32



Iindice de figuras

Figura 1. Distrito de Chiclayo, departamento de Lambayeque ..........cooeveieiieiiiiiieiieeeeeeeeeeeeeeeeee 16
Figura 2. Toma de muestra de leche de vaca Con MastitiS...........coooveiiiiiiieieei e 17
Figura 3. S. aureus aislado de mastitis bovina. A. En agar sangre. B. En agar Chapmanmanitol.... 23
Figura 4.A,B,C,D. Intensidad de la Prueba de coagulasa positiva en cruces de S. aureus aislados de
mastitis bovina, distrito de Chiclayo. Septiembre 2022- Diciembre 2022.............ccoooeeiiiiiiiieeeeeenn. 24
Figura 5. Produccion de hemolisina o por S. aureus aislados de mastitis bovina, distrito de Chiclayo.
Septiembre 2022-DiCiembBre 2022.........ccuuuuiiiiiieeeeeeeiiie et e e e e e e e e 26
Figura 6. Produccion de hemolisina o B por Staphylococcus aureus aislados de mastitis bovina,
distrito de Chiclayo. Septiembre 2022 -Diciembre - 2022 ...........cooiiiiiiiiiieeeiiiiiieeee e 27
Figura 7 A,B. Produccion de Leucocidina por S.aureus aislados de mastitis bovina, distrito de
Chiclayo. Septiembre 2022 — Diciembre 2022..........cooiiviiiiiiiee i 28
Figura 8. Produccion de capsula por S.aureus aislados de mastitis bovina, distrito de
Chiclayo.Septiembre 2022 — Diciembre 2022..........ccoooiieiii e, 29
Figura 9. S. aureus sensible a penicilina aislados de mastitis bovina, distrito de Chiclayo. Septiembre
2022 — DICIEMDIE 2022. ... .ttt 30
Figura 10. S. aureus sensible a penicilina aislados de mastitis bovina, distrito de Chiclayo. Septiembre
2022 — DICIEMDIE 2022 ...ttt e et e e e e e 31


file:///G:/trab%20oswadito/dra%20zully/tesis%20dra%20zully.docx%23_Toc147436165
file:///G:/trab%20oswadito/dra%20zully/tesis%20dra%20zully.docx%23_Toc147436166
file:///G:/trab%20oswadito/dra%20zully/tesis%20dra%20zully.docx%23_Toc147436167
file:///G:/trab%20oswadito/dra%20zully/tesis%20dra%20zully.docx%23_Toc147436168
file:///G:/trab%20oswadito/dra%20zully/tesis%20dra%20zully.docx%23_Toc147436168
file:///G:/trab%20oswadito/dra%20zully/tesis%20dra%20zully.docx%23_Toc147436169
file:///G:/trab%20oswadito/dra%20zully/tesis%20dra%20zully.docx%23_Toc147436169
file:///G:/trab%20oswadito/dra%20zully/tesis%20dra%20zully.docx%23_Toc147436170
file:///G:/trab%20oswadito/dra%20zully/tesis%20dra%20zully.docx%23_Toc147436170
file:///G:/trab%20oswadito/dra%20zully/tesis%20dra%20zully.docx%23_Toc147436171
file:///G:/trab%20oswadito/dra%20zully/tesis%20dra%20zully.docx%23_Toc147436171
file:///G:/trab%20oswadito/dra%20zully/tesis%20dra%20zully.docx%23_Toc147436172
file:///G:/trab%20oswadito/dra%20zully/tesis%20dra%20zully.docx%23_Toc147436172
file:///G:/trab%20oswadito/dra%20zully/tesis%20dra%20zully.docx%23_Toc147436173
file:///G:/trab%20oswadito/dra%20zully/tesis%20dra%20zully.docx%23_Toc147436173

Resumen

El objetivo de estudio fue determinar los factores de virulencia y susceptibilidad a Penicilina
y Ceftiofur en Staphylococcus aureus aislados de mastitis bovina del distrito de Chiclayo de
Septiembre 2022 a Diciembre 2022. En el laboratorio de Microbiologia de la facultad de
Medicina Veterinaria - UNPRG se aislaron 300 cepas de muestras de leche de cuartos
mamarios de 75 vacas con mastitis, de las cuales, se identificaron 191 cepas (63.67%) de S.
aureus. Se investigaron seis factores de virulencia, 145 (75.92 %), 37 (19.37%) y 9 (4.71%)
de cepas produjeron seis, cinco y cuatro factores. Todas produjeron catalasa, coagulasa,
leucocidina y cépsula; 2.62%, hemolisina af}, 92.67% hemolisina a y 75.92% Fibrinolisina.
Fueron resistentes a Penicilina, 32 (76.19%) cepas productores de seis factores de virulencia,
7 (16.67%) y 3 (7.14%) cepas productoras de cinco y cuatro factores respectivamente, 98
(74.24%) de cepas fueron sensibles a Penicilina y produjeron seis factores de virulencia. En
cuanto a la sensibilidad a Ceftiofur las cepas fueron resistentes, 19 (82.61%) y 4 (17.39%)
productoras de seis y cinco factores de virulencia, la mayoria de las cepas fueron sensibles a

Ceftiofur con 121 (74.69%) productoras de seis factores de virulencia.

Palabras clave: S. aureus, factores de virulencia, penicilina, ceftiofur, mastitis bovina.



Abstract

The objective of the study was to determine the virulence factors, and the susceptibility of
S.aureus to penicillin and ceftiofur,of S.aureus isolated from bovine mastitis from Chiclayo
district from September 2022. to December 2022. In the Microbiology laboratory of the
Faculty of Veterinary Medicine of the National University Pedro Ruiz Gallo 300 strains were
isolated from milk samples from the mammary quarters of 75 cows with mastitis, of which
191 strains (63.67%) of S. aureus were identified. Six virulence factors were investigated, 145
(75.92%), 37 (19.37%) and 9 (4.71%) strains produced six, five and four factors. All produced
catalase,coagulase, leucocidin and capsule; 2.62% hemolysin af, 92.67% hemolysin a and
75.92% Fibrinolysin. 32 (76.19%), 7 (16.67%) and 3 (7.14%) strains producers of six, fiveand
four virulence factors respectively showed Penicillin resistance, 98 (74.24) strains were
sensitive to Penicillin and produced six virulence factors. Regarding sensitivity to Ceftiofur
strains of Staphylococcus aureus were resistant, 19 (82.61%) and 4 (17.39%) producersof six
and five virulence factors, most of the strains were sensitive to Ceftiofur with 121 (74.69%)

producers of six virulence factors.

Keywords: S. aureus, virulence factors, penicillin, ceftiofur, bovine mastitis.
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INTRODUCCION

La Mastitis Bovina es la inflamacion de la glandula mamaria provocadas por lesiones
fisicas, desinfeccion incorrecta de la ubre en el ordefio, equipo de ordefio mal utilizadas,
deficiente sellado post ordefio, mal estado de camas, alteraciones de la microbiota normal
de la glandula mamaria, y otros factores que facilitan el ingreso de microorganismos
patdégenos, tales como Staphylococcus aureus Staphylococcus uberis, Streptococcus
agalactiae, Streptococcus dysagalactiae (1); produciendo microabscesos limitando la
produccion lactea (2).

La mastitis tiene una gran importancia econdmica en la industria lactea debido a las
causas como disminucion de la produccion y calidad de la leche. También tiene un grave

potencial zoonotico debido a la distribucion de bacterias y toxinas a traves de la leche (3).

Las infecciones por Staphylococcus aureus son de mayor importancia en Veterinaria,
por ser miembro de la microbiota normal de superficies, esta permanentemente en el medio
ambiente de la vaca, coloniza eficientemente y codifica muchas proteinas que actian como
factores de virulencia como, capsula, coagulasa, catalasa, leucocidina, fibrinolisina y
hemolisinas, en las distintas etapas de la infeccion mamaria(4); éstos y otras
caracteristicas, facilitan en S. aureus su penetracion al interior de la ubre y la invasion de
los tejidos; ademas de ello, la formacion de tejido cicatrizal, la evasion de la respuesta
inmune, sobrevivencia y multiplicacion en el huésped favoreciendo su patogenicidad (5);
asi mismo el mecanismo de resistencia de la bacteria a las penicilinas, implica resistencia

a todos los beta- lactamicos frecuentemente usados en el tratamiento de mastitis(6).

A nivel mundial la mastitis en el ganadeo bovino ocasiona grandes pérdidas
econdmicas, en algunos efectivos ganaderos se estima pérdidas desde 100 a 500
g/vaca/lactacion, siendo que las pérdidas por la mastitis subclinica es mayor que la que
causa la mastitis clinica, evidentemente porque al no manifestarse las alteraciones en la
glandula o en la ubre, no se toman las medidas correctivas para superarla (5); estima que
las pérdidas por mastitis es mayor que las causadas por infertilidad u otros problemas
reproductivos, y para el productor son directas, tales como: eliminacion de vacas enfermas,
eliminacion de leche con mastitis, tratamiento de la enfermedad, secrecion de leche con

antibiodtico, baja produccién, variacion de la composicion de leche , disminucidn de calcio,



fosforo, proteina y grasa e incremento de cloro y sodio) lo que reduce su calidad nutritiva

(1).

Se considera que el 90% de casos de mastitis es causado por agentes infecciosos, de
ellos, las especies bacterianas Staphylococcus aureus, Streptococcus uberis, agalactiae
y dysgalactiae son responsables de un elevado porcentaje de las infecciones intramamaria
(7), pudiendo estar involucrados también Escherichia coli y Mycoplasma) Los
microorganismos mencionados son considerados como los “mayores” o mas frecuentes,
entre los “menores” se encuentra Corynebacterium bovis. En resumen, de todo lo
mencionado, la mastitis es el resultado final de la interaccién de microorganismos como

(8) agentes causales, la vaca como huésped y el medio ambiente.

Estudios evidencian que S. aureus se aisla con frecuencia de casos de Mastitis Bovina,
asi por ejemplo se reportd su aislamiento en el 31.1% de casos de mastitis en vacas del
Cafion Aneime en Colombia (9); también en Etiopia se identifico 21.0 % de cepas de S.

aureus de leche de vaca con mastitis (10).

En el departamento de Lambayeque la incidencia de mastitis bovina por
Staphylococus aureus, es de 51% (11); afectando la economia del ganadero y en aquellos
dedicados a la industria de productos derivados de la leche; en el caso del ganadero, por la
pérdida gradual de la ubre, pérdida del potencial genético, gastos econdmicos para el
diagnostico y tratamiento del animal y por los miles de litros de leche que dejan de
producirse o de venderse por su mala calidad, entre otros. En la industria lechera el impacto
anivel regional es significativo ya que de toda la produccion de Leche en Lambayeque, el
90% se destina a Lima y el 10% queda para el consumo directo o para derivados (12); asi
la falta del principal insumo (leche) repercute en el avance socioeconomico dependiente
de la elaboracion de productos lacteos como los quesos y dulces de la region, como el King
Kong, de gran aceptacion de propios y extrafios(13), dicha realidad se refleja en los

indicadores socioeconémicos de Lambayeque de los afios 2016, 2017 y 2018.

Asi mismo, se identificd a S. aureus en el 34.8% de vacas mastiticas, identificando
como principal bacteria productora de mastitis subclinica (39,04%) (13), se report6 que en

el 2010 la mastitis bovina bacteriana tuvo un indice del 86%, de ésta, la mastitis s6lo por



coliformes se encontr6 en el orden del 33.33% y que los casos que tuvieron como Unico
agente bacteriano a los Staphylococcus alcanzaron el 19,44% (14). En el establo lechero
de la Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo de Lambayeque en el afio 2009, se identificd
S. aureus en el 62.5%, de casos de mastitis subclinica (15), y en el sector Gallito- distrito
de San José, la prevalencia de mastitis subclinica fue de 94.12% (16).

La resistencia de los agentes etioldgicos de mastitis bovina ha sido estudiada en
diferentes paises del mundo particularizando la resistencia a penicilina de cepas de S.
aureus, pudiendo afectar el tratamiento terapéutico, por todos los factores de virulencia
que posee, En Lima Martinez encontraron que el 52.1 % fueron resistentes a meticilina
(17), en Venezuela que el 59.56% fueron resistentes a la oxacilina. (18), en Colombia (19)
reportaron que de 46 cepas el 100% fueron resistentes a meticilina y en Boyaca —
Colombia report6 una alta sensibilidad a los antibidticos betalactamicos en el 20,6 % de

bacterias Gram positivas, mientras que Staphylococcus spp fue resistente a penicilina .

El estudio realizado en vacas con mastitis de Piura (20), se evidencié que S. aureus
fue sensible a cloxacilina y cefalosporina (ceftiofur) y de sensibilidad intermedia a
penicilina y gentamicina. En Satipo, se identifico como agentes etiologicos de mastitis a:
Streptococcus sp., Staphylococcus sp. y Escherichia coli todos sensibles a Tetraciclina,
Levofloxacina, Ampicilina, Trimetoprim, Eritromicina, Cefaclor y Claritromicina, excepto

Streptococus sp. fue resistente a Ampicilina y E coli que fue resistente a Cefaclor (21).

S. aureus es el mas importante ya que muchas cepas poseen factores de virulencia que
contribuyen con el desarrollo la duracién la presentacion y gravedad de la enfermedad,
interviniendo en las defensas del huésped (22); ademas un porcentaje significativo de

cepas son resistentes a penicilina.

En Lambayeque, los estudios en el campo de la Medicina Veterinaria, son limitados o
no existen, por ello se cuestiond ¢Cuales son los factores de virulencia predominantes y
cudl es la susceptibilidad a Penicilina y Ceftiofur de S. aureus aislados de mastitis bovina
en establos lecheros del distrito de Chiclayo? Considerando que S. aureus aislado de
mastitis en los establos lecheros del distrito de Chiclayo, tiene como factores de virulencia

predominantes, la coagulasa, la leucocidina y hemolisina a, y que su susceptibilidad a la



penicilina es significativamente diferente a Ceftiofur, se ejecutd la presente investigacion,
cuyos objetivos son: Determinar los factores de virulencia de Staphylococcus aureus
aislados de mastitis bovina del distrito de Chiclayo y determinar la susceptibilidad a la
Penicilina y al Ceftiofur de Staphylococcus aureus aislados de mastitis bovina del distrito
de Chiclayo de septiembre 2022 a diciembre 2022 .



Disefio Tedrico
2.1 Antecedentes de la Investigacion

Antecedentes Internacionales

En un estudio en Polonia se Investigd a Staphylococcus aureus considerando al
microorganismo como uno de los agentes mas frecuentes en mastitis subclinica del
ganado lechero, analizando las muestras de leche se identificé a Staphylococcus aureus
mediante la prueba de PCR, determinando la sensibilidad de la bacteria por el método
de difusién en disco, también se comprobd la resistencia de Staphylococcus aureus a
antibiéticos como penicilina (56%), oxitetraciclina (24%), y tetraciclina (17%), se
determind el genotipo utilizando 2 métodos perfil de fusién PCRy MLVF-PCR, destacando
en la presente investigacién la importancia del biofilm sobre la resistencia a los
antibidticos observando en la mayoria de las cepas de Staphylococcus analizados (70%)

(23).

Para identificar los agentes etioldgicos mas relevantes de mastitis bovina y sus
patrones de sensibilidad a antibidticos, se ejecutd una investigacion en el departamento
de Boyaca (Colombia), en el que se encontré una prevalencia de 31 % (n=214) de
bacterias causantes de mastitis, siendo Staphylococcus aureus el mas frecuente con 26%,
asimismo se reporté una alta sensibilidad a los antibiéticos betalactamicos en 20.6% de
aislamientos de bacterias Gram positivas, la resistencia a la penicilina se observé sobre

todo en especies de Staphylococcus spp (4).

Unos investigadores determinaron la prevalencia de mastitis bovina y su etiologia
infecciosa en produccidn de leche, analizaron 528 vacas de 95 establos lecheros, siendo
evaluados por la prueba de CMT para detectar mastitis subclinica cultivando 173
muestras de leche de vacas positivas a CMT, aislando Staphylococcus aureus en 51.2% de
muestras de leche cultivadas, con resultados de una alta prevalencia de mastitis (8), asi
mismo, se estudio los factores de virulencia de Staphylococcus aureus las hemolisinas
que producen lisis de los glébulos rojos , la toxina a , B invaden a la célula huésped

afectando a los tejidos(24), Galli et al estudiaron la enzima coagulasa como un marcador



de virulencia de Staphylococcus aureus la cual forma una capa de fibrina alrededor de un
absceso protegiendo a la bacteria de la fagocitosis también produce o sintetiza

hialuronidasa, fibrinolisina, lipasa, catalasa y penicilinasa (25).

En México investigaron las infecciones intramamarias de virulencia de cepas de S.
aureus aisladas de mastitis bovina, las cuales eran positivas a catalasa, coagulasa,
termonucleasa y manitol; ejecutaron la técnica de la Reaccién en Cadena por la
Polimerasa para determinar la produccidn de los factores de virulencia representados por
hemolisinas (o y B), factorde agregacion y capsula, asimismo estudiaron la sensibilidad
de las cepas a oxitetraciclina, penicilina, oxacilina y estreptomicina. De 117 cepas
aisladas, la produccién de hemolisina y el factor de agregacién fueron los expresados por
la mayor parte de las cepas aisladas correspondientes a 78% y 83% respectivamente,
mientras que la capsula fue expresada por el 31% de cepas. También encontraron una
correlacién entre ausencia de capsula y produccién de hemolisinas asi de un total de 92
cepas hemoliticas, 72 no mostraron capsula. En la prueba de sensibilidad de las cepas el
31,6% (37), 30,76% (36), 76,92% (90) y 79,48% fueron sensibles a Penicilina, oxacilina,

estreptomicina y oxitetraciclina respectivamente (26).

También se han aislado e identificado fenotipicamente a Staphylococcus spp.de
muestras de leche de vacas con mastitis se selecciond 101 cepas determinando la
resistencia a diferentes antibidticos por la prueba de Kirby y Bauer y los genes de
resistencia por PC R. De las 101 cepas aisladas 65 fueron Staphylococcus aureus y 36
Staphylococcus coagulasa negativa, el resultado del antibiograma con los 9 antibidticos
probados arrojo cepas de S. aureus resistentes entre 1.4% a 23.2% a penicilina , en el
caso de las cepas Staphylococcus coagulasa negativa presentaron resistencia a
eritromicina, tetraciclina, penicilina, ampicilina kanamicina y clindamicina en diferentes

proporciones (27).



En otro estudio, se propuso determinar la actividad de la toxina B en términos de
mortalidad, cambios clinicos y microscépicos y de recuperacion de microorganismos de
la glandula mamaria. Se evalud la toxina parcialmente purificada y una cepa de S. aureus
aislada de mastitis bovina productora solamente de toxina B. Como resultado se
comprobé que la toxina parcialmente purificada produjo en la glandula mamaria una leve
infiltracion de neutrdfilos en los alveolos; sin embargo, lainoculacién de la cepa de S.
aureus productora sdlo de toxina B, generd en la glandulamamaria lesiones vasculares
graves con presencia de bacterias asociadas, sugieren los investigadores que dichos
hallazgos podrian estar influenciados por otras enzimas o toxinas que dafian la membrana

(28).

Considerando que la toxina B de S. aureus también juega papel importante en la
patogénesis de la mastitis bovina y que muchas cepas de dicha bacteria poseen las toxinas
oy B, se ejecutaron investigaciones a fin de determinar la codificacién de dicha toxina en
el genoma de la bacteria. Se sometieron 105 cepas de S. aureus aisladas de casos de
mastitis bovina al método de Ila Reaccién en Cadena por la Polimerasa (PCR)
determindndose que el 96% eran poseedoras del gen de la toxina B y solo el 72%
presentaron actividad hemolitica en agar sangre para la toxina B. Asimismo en Europa y
Estados Unidos se obtuvo una prevalencia similar, es decir el 97% de cepas de mastitis

bovina tuvieron accién hemolitica poseedoras del gen codificante de toxina 3 (29).

Sin embargo, la ausencia de catalasa en las mutantes afectd la proliferacion dela
bacteria en las primeras horas (post infeccidn) en la linea epitelial mamaria bovina MAC-
T, por lo que dicha enzima contribuye a la defensa de la bacteria durante las primeras
horas (post infeccién). En la doble mutante, se demostré que la catalasa y la B toxina
actuan de forma sinérgica durante el ciclo de vida intracelular de S. aureus, de manera
que la carencia simultdnea de ambas enzimas se traduce en el retraso de la proliferacion
intracelular de S. aureus en células epiteliales mamarias bovinas y en un incremento de su
persistencia en los dos tipos celulares estudiados por Martinez (30); Usando la Reaccién en

Cadena por la Polimerasa (PCR)se realizd la caracterizacidon genotipica de cepas de



Staphylococcus aureus aisladas devacas con mastitis a fin de determinar si su genoma
tenia la codificacion de la toxinaa; asi se serotipificaron 262 cepas de Staphylococcus
aureus aisladas e identificadasen Estados Unidos, de dichas cepas, el 93,3% resultaron
positivas a la capacidad genética de sintetizar toxina a. Otras 105 cepas serotipificadas
de Staphylococcus aureus aisladas en Dinamarca fueron procesadas con el mismo
propésito, resultando que 37% de ellas también eran poseedoras del gen codificante de

toxina a (31).

En el presente estudio se evalud la susceptibilidad de 95 cepas de Staphylococcus
aureus frente a determinados antibidticos que se utilizan con frecuencia en el tratamiento
de mastitis bovina. Las cepas aisladas provienen de 40 establos de produccion lechera de
Argentina. Al realizar la prueba de sensibilidad se obtuvieron mayor resistencia frente a la
penicilina (28%), cefalexina + kanamicina (13) % y framicetina + penicilina (19). El 7% de la
cepas fueron resistentes a mas de antibidtico el 3% a eritromicina y penicilina y el 2% acido
clavulanico + amoxicilina y penicilina. Las cepas no fueron resistentes a oxacilina y la mayoria

fueron sensibles a ceftiofury cefalexina (32).

Realizaron un estudio para determinar la resistencia de Staphylococcus aureus a
meticilina y detectar genes que codifican la leucocidina de Panton Valentine
determinante de patogenicidad de dicho microorganismo, utilizando la técnica molecular
PCR. Se analizaron 42 cepas confirmadas resistentes a meticilina con el gen mecA, el 50%
de cepas fueron portadoras del gen para PVL, 54.19% con pacientes pediatricos fueron

positivos a leucocidina (33).

En Argentina, estudiaron Staphylococcus aureus como el patdgeno principal de
mayor prevalencia de mastitis bovina, estimaron la concentracién minima inhibitoria de
las betalactamasas frente a Staphylococcus aislados de leche con mastitis, con 161
muestras, identificando 65 cepas de Staphylococcus aureus. y 97 cepas de Staphylococcus

coagulasa negativa. El 33.7% (21/65) de S.a presentd resistencia a penicilina con una



concentracién minima inhibitoria de 0.5ug/ml, el 7.7 (5/65) a eritromicina con una CIM
de 1ug/ml, el 61.1% (4/65) a clindamicina con una CIM de 0.12pug/ml. EI 30.9% (30/97) de
los Staphylococcus coagulasa negativa resultando negativa a la penicilina con una
concentracién minima inhibitoria de 0.25ug/ml, el 7.2% (7/97) a eritromicina con una
concentracién minima de 0.5ug/ml, el 4.1ug/ml (4/97) a clindamicina con CIM de
0.12pg/ml y el 3.1% (3/97) a oxacilina con una CIM 0.38ug/ml. No se observé en

Staphylococcus aureus resistencia a meticilina (34).

Antecedentes Nacionales

En la region Amazonas (Per() se ejecutd un estudio para determinar los principales
factores que influyen en la prevalencia de mastitis subclinica en la cuenca lechera de
Florida, reportandose que los principales factores fueron deficientes préacticas de higiene e
inadecuadas instalaciones para su desarrollo, asimismo se reportd que la prevalencia de
mvastitis subclinica en la cuenca lechera de Florida es mayor al 50%, siendo los cuartos
posteriores los mas afectados; no se hallo diferencias entre métodos de diagndstico, ni en

prevalencia segun la etapa de lactancia, nimero de partos, edad y nivel de produccion (35).

Con el objetivo de evaluar la prevalencia de mastitis subclinica en vacas de la
Asociacion de Ganaderos de Pueblo Nuevo de Colan — Provincia de Paita — Piura, en los
meses de Noviembre — Diciembre 2018, se analizaron 288 cuartos mamarios de 72 vacas,
de ellas 49 presentaron mastitis subclinica, representando una prevalencia de 68,1%, En
dicho estudio se encontrd que solo la edad es un factor de riesgo que influye de manera
significativa en la presencia de mastitis subclinica bovina, aun asi se presentaron otros
factores como el lavado de manos antes del ordefio, falta de higiene, entre otros (2). Asi
mismo, un trabajo de investigacion en Imaza (Bagua) con 276 bovinos, con de leche de
las glandulas mamarias de vacas con mastitis subclinica, se evaluaron utilizando la prueba
de CMT, obteniendo como resultado 94 (34%) vacas positivas a mastitis subclinica con
una prevalencia entre 28.46% y 39.64%, asi mismo se aislé Staphylococcus aureus en un

34.8% de vacas con mastitis (36).

Un estudio en Ayacucho sobre la resistencia de Staphylococcus aureus vy

Streptococcus agalactiae a determinados antimicrobianos, teniendo como referencia el
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uso indiscriminado de antibioticos para el tratamiento de mastitis bovina, Evaluaron 94
vacas de produccion lechera con la prueba de CMT obteniendo resultados de 35 bovinos
con mastitis subclinica, también se realizo el aislamiento de Staphylococcus aureus en un
(35.1%) y de Streptococcus agalactiae (12.6%), a la prueba de sensibilidad in vitro,
Streptococcus agalactiae resiste a penicilina (21%), a cefalexina (21%) y a
sulfatrimetropim (32.2%) y para tetraciclinas, amoxicilina + acido clavulanico fueron
sensibles en un 100%; Staphylococcus aureus resultd resistente a penicilina (52%),
amoxicilina + &cido clavulanico (28%), tetraciclina y sulfatrimetroprim sensible en 100%
(37).

Conociendo la implicancia bacteriana en casos clinicos de mastitis, en el distrito de
Patapo provincia de Chiclayo, se realizé una investigacion a fin de evaluar el efecto de
Amoxicilina y Ceftiofur en el Sindrome Mastitis - Metritis Agalactea en cerdos, se
determin6 que el producto es absorbido eficazmente alcanzando los niveles terapéuticos
en pocos minutos, asimismo, que los niveles de pico en el plasma fueron obtenidos en menos
de una hora,concentrandose la droga en un 90% en el lugar infeccioso uniéndose a las
proteinas plasmaticas y tejidos uterinos y sus fluidos donde los metabolitos activos de

Ceftiofur se concentran (38).

Se llevé a cabo una investigacion en la U.N.P.R.G en el Dpto. de Lambayeque,con la
finalidad de determinar la Relacion entre la produccion de toxinas locales y de coagulasa
en S.aureus productores de mastitis bovina, para ello, se procesaron 136 cepas de S.aureus
coagulasa positiva productoras de mastitis en bovinos, el 100% de cepas S.aureus
coagulasa positiva produjeron hemdlisis en sangre de conejo , el 77.2%, en sangre de
bovino , 74.3%, en sangre de ovino , 64.0% y 33.8 % en sangre de humano y equino
respectivamente . Del total de cepas de Staphylococcus coagulasa positiva, 41 hemolizaron
en agar sangre de humano, ovino, bovino y conejo, y 36 hemolizaron eritrocitos de todas
las especies; cepas de S. aureus no hemoliticas en agar sangre de humano, ovino, bovino y

equino son poco frecuentes (39).

El tratamiento de las vacas con mastitis por Staphylococcus resulté mas eficaz con
Ceftiofur en el 91,67% de los casos, con penicilina y tetraciclina la eficacia fue de 89,17%

cada uno. En vacas con mastitis por bacterias gramnegativas, el Ceftiofur, tuvo una eficacia
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del 89,52%, penicilina de 5.43% vy tetraciclina 6,58%. Concluyo el autor que el Conteo de
Células Somaticas es el mejor método de diagnostico de mastitis subclinica bovina y que
el antibidtico de mayor eficacia es Ceftiofur (40).

Realizd un estudio en Ayacucho-Per( para evaluar la resistencia antimicrobiana de
Stapylococcus aureus y Streptococcus agalactiae agentes productoras de mastitis bovina,
evaluando 94 vacas lecheras con la prueba de CMT resultando 35 con mastitis subclinica
, aislando e identificando Staphylococcus aureus (35.1%), Streptococcus agalactiae
(12.6%), enfrentandolos a determinados antibidticos, obteniendo resultados en la cual
Streptococcus agalactiae  resultd resistente a penicilina (21%),cefalexina (21%)
sulfatrimetroprim (33.2%) pero tetraciclina y amoxicilina + acido clavulanico sensibles en
(100%); Staphylococcus aureus resulté resistente a penicilina (52%), amoxicilina + acido
clavulanico (27%) y para cefalexina, tetraciclina y sulfatrimetroprim fueron sensibles
(100%) (37).

Se determind la frecuencia y susceptibilidad antimicrobiana de bacterias que producen
mastitis en vacunos de un establo del distrito de Conache, Trujillo, de septiembre a
diciembre de 2015. Se obtuvieron muestras de leche de 140 cuartos de 35 vacas a las que
se controld mastitis a través de observacion directa y taza de fondo negro. Se sembraron
las muestras en agar sangre y Mac Conkey incubandose a 37 °C por 24 h. Para determinar
las bacterias Gram positivas se realizaron pruebas de catalasa, coagulasa, fermentacion de
manitol y hemdlisis; y para las Gram negativas se realizaron pruebas de agar-hierro-triple
azucar (TSI), agar lisina-hierro (LIA), citrato de Simmons, ureasa, formacion de indol, rojo
metilo, Voges Proskauer y caldo glutamato. La susceptibilidad antimicrobiana se
determiné por el método de Kirby-Bauer con discos de ampicilina, clindamicina,
doxiciclina, eritromicina, estreptomicina, gentamicina, oxacilina y rifampicina. Se
encontré 31 vacas con mastitis bacteriana, de las cuales el 76% presenté bacterias gram
negativas y 24% Gram positivas. Las bacterias Gram negativas mas frecuentes fueron E.
coli (28%) vy Klebsiellasp. (24%), y la bacteria Gram positiva mas frecuente
fue Staphylococcus aureus (16%). Pseudomonas aeruginosa fue resistente a la mayoria de
antibioticos, excepto a la eritromicina (susceptibilidad intermedia). E. coli presentd
susceptibilidad intermedia a la eritromicina y resistencia a la oxacilina vy

rifampicina. Staphylococvcus aureus presento susceptibilidad intermedia a la clindamicina
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y eritromicina y resistencia a la ampicilina (41).

Se realiz6 una investigacion a fin de determinar los factores de virulencia y la
susceptibilidad a oxacilina de S. aureus aislado de centros de salud y dela comunidad para
ello colect6 143 muestras de pacientes del hospital Las Mercedes de Chiclayo de las que se
aisl6 98 cepas (68.53%), y 271 muestras nasales de personasde la comunidad del distrito de
Lambayeque de las que identificd 98 cepas (36,16%).Todas las cepas aisladas sintetizaron
leucocidina, catalasa, coagulasa y capsula;produjeron hemolisina alfa y fibrinolisina el
82.65% y 67,35% de cepas del hospital y el 73,47% y 20,41% de cepas de la comunidad
respectivamente. En cuanto a la susceptibilidad a oxacilina, de las cepas hospitalarias, el
44,90% fueron sensibles, 6,12% intermedias y 48,98% resistentes; de la comunidad fueron
sensibles 81,63%, intermedias 8,16% Y resistentes 10,21% (30).

2.2 Base Teorica

La primera parte de la presente investigacion se fundamenta en uno de los principios
de la Microbiologia Veterinaria que es la interaccion Microorganismo — Huésped (Vaca)
la cual depende de cada uno de los organismos involucrados. En el caso de la mastitis
estafilocdcica, ésta ocurre cuando se produce un desequilibrio con los estafilococos que
forman parte de la microbiota normal (MN), que se localizan en la piel y el epitelio de la
ubre, y los mecanismos de resistencia de la propia glandula mamaria. Las bacterias en
general, y entre ellas los estafilococos, deben estar capacitadas para cumplir con los

requisitos de una infeccion, es decir, adherencia, colonizacion y accién dafiina.

S. aureus es la bacteria mas importante del microbiota normal de la glandula mamaria,
a la cual frecuentemente inflama causando la Mastitis. Puede mantenerse en la superficie
de la piel gracias a sus lipasas, colonizar con ayuda de la coagulasa y diseminarse
secretando la hialuronidasa; ya en el interior de la glandula secreta toxinas, como la oy la
B, que danan el tejido; leucocidina, capsula, catalasa entre otros que le permiten superar los
mecanismos de defensa del animal. En resumen, factores propios de la bacteria le permiten
instalarse, degradar tejidos locales, evadir la respuesta inmune, sobrevivir y multiplicarse

en el huésped desarrollando la patogenicidad (42).

Las bacterias producen sustancias determinantes que favorecen su patogenicidad,
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denominados factores de virulencia que son Coagulasa, Leucocidina, Cépsula,
Fibrinolisina, toxina a (hemolisina o)), Hemolisina 3, Hemolisina 5: La Coagulasa cataliza
la formacién de una malla de fibrina alrededor del absceso estafilococico, limita la
infeccidn y protege a la bacteria de la fagocitosis (Roberson etal., 1996). Leucocidina,
forma poros en la membrana plasmatica de monocitos, macroéfagos y leucocitos PMN
causando lisis. Capsula, antifagocitaria. Catalasa: inactiva el peroxido de hidrégeno y los
radicales libres toxicos como los hipohaluros de cloro, bromo y yodo. Fibrinolisina,
degrada coégulos de fibrina lo que facilita la diseminacion del microorganismo a los tejidos
contiguos(33). Otros factores son: Toxina a (hemolisina o) Lisa los polimorfonucleares,
monocitos, linfocitos, eritrocitos, plaquetas y células. Hemolisina y Afecta a neutrdfilos,
macrofagos y eritrocitos de mamiferos, Hemolisina p Es dermonecrotica y letal en
animales de laboratorio a concentracioneselevadas. Actda como un surfactante disgregando

la membrana celular (25).

AUln con los multiples y variados determinantes de patogenicidad de S. aureus,no es
suficiente para romper el equilibrio en la interaccion microorganismo — huésped,esto ocurre
con una gran cantidad de microorganismos capaces de desarrollar la mastitis ya que ésta
estd condicionada a factores relacionados con la glandula mamaria como el transito en la
glandula, la integridad de la piel y de la mucosa, los &cidos grasos, la longitud y el didmetro
del canal del pezon, la queratina, la fagocitosis, la secrecion de defensinas por los

neutrofilos, la cantidad adecuada de las células somaticas (7).

En la segunda parte del estudio, cuando el patdgeno provoca la infeccidn persistente
de la ubre se recurre a la terapia la cual es muy dificil de controlarla, asi en el caso de la
mastitis, los antimicrobianos mas utilizados son los betalactamicos, cefalosporinas,
tetraciclinas, macrolidos, aminoglucécidos, sulfonamidas, fluoroquinolonas, que hacen
resistencia en especial Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM) e incluso

a la vancomicina (43).

El tratamiento de la mastitis se sustenta también en criterios que involucran al agente
etiologico y en criterios del producto; en el primer caso es evidente la sensibilidad de la
bacteria al producto, en el segundo, se encuentran la habilidad del antibi6tico para penetrar

y persistir en la ubre y distribuirse en el cuarto afectado, que su concentracién y tiempo en
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la glandula sean suficientes para inhibir el crecimiento o destruir a los microorganismos,
eficacia en presencia de leche, propiedades de solubilidad lipidica,union a las proteinas
plasmaticas, nivel de pH en la solucién, que su administracion intramamaria no cause
lesiobn que predisponga a irritacion o lesiones que favorezcan el ingreso de los

microorganismos (7).

Los antibidticos PB-lactamicos, que incluyen las penicilinas, son ampliamente
administrados en el tratamiento de mastitis debido a su espectro de actividad, seguridad y
eficacia clinica confiable, son efectivos con bacterias grampositivas como los estafilococos
y los estreptococos, sin embargo, autores refieren que aproximadamente el 70% de cepas
de Staphylococcus aureus causantes de mastitis producen B-lactamasa, una enzima
codificada por la bacteria trasmitida por plasmidos elementos mdviles, capaz de hidrolizar
la molécula amida del anillo B-lactamico inactivando el antibiotico, por tanto dichas cepas

son resistentes a los antibidticos p-lactamicos (43).

Finalmente debe tenerse en cuenta tambien que el uso de antibioticos no sélo obedece
a fines terapéuticos sino también a fines preventivos, en el caso de las vacas,en el periodo
de seca, es decir, entre una lactancia y otra, esta practica (44); favorece la seleccion de cepas
resistentes en la poblacion microbiana e influye negativamente en el tratamiento de la

enfermedad.

2.3 Definiciones conceptuales

Mastitis subclinica

Mastitis que no muestra signos evidentes y la leche es aparentemente normal, puede
ser detectada mediante la medicién de componentes inflamatorios y agentes patdégenos en
la leche (45).

Susceptibilidad
Prueba en la que se expone a un agente patdégeno, a una concentracion estandar de un

farmaco para evaluar la sensibilidad o resistencia del microrganismo (46).

Patogenicidad

Capacidad de un organismo para causar enfermedad en un huésped susceptible (11).
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Virulencia

Grado en que se expresa la patogenicidad(11).

2.4 Hipotesis
Los factores de virulencia predominantes de Staphylococcus aureus aislados de
mastitis bovina en el distrito de Chiclayo entre septiembre 2022 a diciembre 2022 son
coagulasa, leucocidina, y toxinas alfa (hemolisina alfa) existiendo diferencias significativas

entre las cepas.

El grado de susceptibilidad de Staphylococcus aureus aislados de mastitis bovina frente

a la penicilina y ceftiofur, Chiclayo — 2022 es bajo.

I1l. Métodos y Materiales
3.1 Tipo de Investigacion
Descriptivo: Se hizo observaciones microscopicas de microorganismos presentados en
porcentajes.

Transversal: De un cultivo de leche se aislaron los microorganismos y se observaron.

3.2 Método de Investigacion
Método cuantitativo: Se obtuvo datos cuantificables o0 numéricos correspondientes a

namero de cepas, nimero de factores de virulencia y porcentaje de cepas resistente

3.3 Disefio de Contrastacion

No experimental, de tipo solo después.

3.4 Ubicacion

Macro-localizacion

La investigacion comprendié cepas de S. aureus aisladas de vacas con mastitis del
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distrito de Chiclayo, departamento de Lambayeque. El departamento de Lambayeque esta
situado en la costa norte del Perd, limita con los departamentos de Piura por el norte,
Cajamarca por el este y con La Libertad por el sur; al oeste limita con el OcéanoPacifico.

Ver figura 1

Figura 1. Distrito de Chiclayo, departamento de Lambayeque

Lambayeque

Micro-localizacion

El estudio corresponde al campo de la Salud Publica, las muestras se obtuvieron de 4
establos del distrito de Chiclayo, que se encuentran ubicados carretera Pimentel,

Lambayeque, Reque.

3.5 Poblacién, Muestra y Muestreo
Poblacion,
Constituida por 300 cepas aisladas de cuartos mamarios de 75 vacas, procedentes de

4 establos lecheros de Chiclayo septiembre a diciembre del 2022.
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Muestra

La muestra fue 168 cepas de S. aureus, que se obtuvo con la férmula para el calculo
del tamafio muestra muestral para la poblacion. Las muestras se transportaron al
laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Medicina Veterinaria- UNPRG para su

procesamiento.

3.6 Técnicas, instrumentos, equipos y materiales de recoleccion de datos
3.6 1Técnicas
Se aplico la observacion y el andlisis

3.6.2 Instrumentos
Se utilizé ficha de recoleccion de datos, cuaderno de registros, camara
fotografica, laptop.

3.6.3 Procedimientos

Previo a la determinacion de los factores de virulencia, las cepas de S. aureus
fueron aisladas e identificadas siguiendo el procedimiento descrito por Koneman et
al.(48) utilizando agar Sangre y agar Chapman Manitol y la prueba de coagulasa.
Posteriormente se determinaron los factores de virulencia siguiendo el procedimiento

descrito del autor en mencion (48).

Toma de muestras

Se realiz6 siguiendo los procedimientos de, Delgado y Vergara (49) fig. 2.

Figura 2. Toma de muestra de leche de vaca con mastitis
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Aislamiento e identificacion de S.aureus.

Las muestras fueron sembradas en agar sangre y en agar Chapman manitol para su
aislamiento, y para su identificacion se consideraron caracteristicas culturales,

morfoldgicas, tintoriales y las pruebas de coagulasa y catalasa.

Determinacion de los factores de virulencia de Staphylococcus aureus aislados

de mastitis bovina

Determinacion de catalasa

Se determino la prueba de catalasa (50). Sobre una lamina porta objetos, limpia y
desengrasada, se colocd una gotade agua oxigenada. Con ayuda de un mondadientes se
colocd una pequefia masa de coloniasde un cultivo de S. aureus de 18 horas. La masa se

homogenizé realizdndose la lectura simultdneamente.

Lectura: La prueba es positiva si se observa un burbujeo caracteristico por separacion

del perdxido de hidrégeno en agua y oxigeno.

Determinacion de coagulasa

Se determino la prueba de coagulasa (50). En un tubo esterilizado se colocé 0.5 ml
de plasma de humano. Se afiadié 0.5 ml de un cultivode S. aureus desarrollado en caldo
nutritivo por 18 horas. Se incubd a 37 °C se realizd la lectura en cada hora hasta la hora

sexta. La lectura final se realiz6 a las 24 horas.

Lectura: Se considero la intensidad de la reaccidn, si la prueba es positiva con 1+ si se
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observa pequefios codgulos no organizados; con 2+ si se observa coagulos organizados;
con 3+ si se observa gran codgulo organizado y con 4+ si todo el contenido aparece

coagulado y se mantiene aun cuando se invierte el tubo.

Determinacion de hemolisina a (Toxina ay).

Se sembré S. aureus en agar sangre de ovino. Se incubé a 37 °C por 24 horas.

Lectura: La prueba es positiva si se observa una zona de hemdlisis clara

alrededor de las colonias. Se mide el diametro del halo. (51)

Determinacion de hemolisina B (Toxina B)

Se sembro S. aureus en agar sangre de ovino. Se incub6 a 37 °C por 24 horas.

Lectura: La prueba de hemolisina B es positiva cuando la bacteria produce doble
hemolisis. Observandose una hemdlisis clara alrededor de la colonia que corresponde a la
hemolisis o, seguida de una zona parcialmente hemolitica correspondiendo a la hemolisis

B. Se mide el diametro de los halos. (51).

Determinacion de leucocidina

De 1mL de sangre de humano obtenida con anticoagulante ( EDTA) se tomé 20ul y se
llevé a un tubo de 6ml, se le agreg6 380 ul de solucidn de Turck mezclando y se dejo reposar
3 minutos luego se realizo6 el recuento de leucocitos (control) en camara de Neubauer en
un microscopio compuesto a 10X, se hizo el recuento respectivo en los 4 cuadrantes de los
extremos y la sumatoria total de los 4 cuadrantes se multiplicé x 50 obteniéndose asi el
namero total de leucocitos. Al ml de sangre control se le agrego el cultivo de S. aureus de
18 horas cuya turbidez era semejante, a la opacidad del tubo 0.5 del nefelometro de
McFarland. Se incubd a 37 °C por una hora, luego por dos horas manteniendo la mezcla
en agitacidon moderada y constante. Se hizo el recuento de leucocitos a la hora y a las dos

horas de incubacién. (33).
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Lectura: La prueba es positiva si se observa disminucion del nimero de leucocitos,

teniendo en cuentan el recuento control de leucocitos.

Determinacion de fibrinolisina

Se determiné la prueba de fibrinolisina (5). Se extrajo 1 ml de sangre obtenida sin
anticoagulante. Se obtuvo el coagulo sanguineo. Se agregdé 0. 5 ml de un cultivo de S.
aureus con una turbidez semejante a la opacidad del tubo 0.5 del nefelometro de Mc
Farland. Se incub6 a 37 °C por 24 horas.

Lectura: La prueba es positiva si se observa lisis.

Produccion de capsula

Prueba A: En un portaobjetos limpio y desengrasado se hizo una extension de la
muestra obtenida y se colocé una pequefia gota del colorante Nigrosina, se dejo secar y
se le agrego la gota de Nigrosina, la mezcla se dejé secar y se observé con el objetivo de

inmersion. (30).

Lectura: Observacion de bacterias en forma de cocos opacos y rodeados de una

envoltura refringente (capsula).

Prueba B: De los cultivos obtenidos se realizd un trasplante en medio capsula.

Se incubd a 37 °C por 18 horas. Se realizé la tincidn negativa con nigrosina.

Lectura: Observacion de bacterias en forma de cocos y rodeados de una

envoltura refringente (capsula)

Determinacion delasusceptibilidad a Penicilina y Ceftiofur de Staphylococcusaureus aislados

de mastitis bovina

Se realizo la prueba de difusién por disco (52) (53), pero en la actualidad lo aplicaron
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los autores Suarez, Iglesia y Moreno (54). Susceptibilidad antibidtica de Staphylococcus

aureus de aislados nasales en estudiantes del norte del Perd (54).

Preparacidn y estandarizacidn del indculo. Se selecciond entre 3 a 5 colonias de S.
aureus de un cultivo de 18 a 24 horas de incubacién, luego se hizo una suspension de las
colonias en solucion salina o caldo Miieller Hinton o en caldo Tripticasa Soya; se ajusto el

inoculo a una turbidez equivalente al estandar 0.5 de McFarland.

Inoculacidon de la placa. Se agité suavemente la suspensién de S. aureus., en la
suspension bacteriana se sumergié un hisopo de algodoén esterilizado, se removié el
exceso de liquido presionando el hisopo en la pared del tubo, se inoculd en la superficie
de la placa con agar Mieller Hinton empezando en la parte superior de la placa, se cubrié
toda la placa frotando de ida y vuelta de un borde al otro, se rotd la placa
aproximadamente 60° y se repitid el procedimiento de frotado y se rotd otra vez la placa

60° y froto toda la placa por tercera vez.

Aplicacion del disco de penicilina y de ceftiofur. Se colocaron los discos de
antibidticos dentro de los 15 minutos siguientes a la inoculacion en la placa de agar
Miueller Hinton y se presiond firmemente los discos para asegurar el contacto completo

con la superficie del agar y se vertid la placa y se incubd a 35 °C por 18 a 24 horas.

Medicion de las zonas de inhibicion. Las zonas de inhibicion del crecimiento

bacteriana por efecto de los antibidticos se midieron con luz transmitida.

Criterios de interpretacion para Difusion de disco de penicilina y ceftiofur (mm)

segun Sacsaquispe y Velasquez (53), pero en la actualidad lo aplicaron Suarez et al. (54).
Susceptibilidad antibiética de Staphylococcus aureus de aislados nasales en estudiantes del

norte del Perq.



22

Tabla 1. Interpretacion de la medida de los diametros de los halos e inhibicion

Antibidtico Susceptible Intermedi Resistent
O E

Penicilina >25 - <24

Ceftiofur >29 26— 28 <25

3.6.4 Anadlisis estadistico de los datos

Para la presente investigacion, la base de datos se elaboro6 en el software informatico
Excel y analiz6 en el programa estadistico SPP version 23. Luego los datos se analizaron
utilizando la prueba estadistica de Chi cuadrado (X?), para determinar la asociacion entre

los factores de virulencia y la sensibilidad con las cepas (a = 0.05).
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1VV. Resultados

4.1 Staphylococcus aureus aislados de establos lecheros

De 75 vacas con mastitis se aislaron 300 cepas microbianas, de las cuales 191 fueron
Staphylococcus aureus (63.7%) y 109 (36.33) cepas de Staphylococcus coagulasa negativa,
Streptococcus spp., Bacillus spp. y coliformes. Las cepas de Staphylococcus aureus en su
mayoria se caracterizaron por formar colonias de fase S, productoras de hemolisinas en

agar sangre y manitol positivo en agar Chapman manitol (figura 3).

Tabla 2. Staphylococcus aureus aislado de mastitis bovina distrito de Chiclayo.

S. aureus NuUmero %
de cepas
Diciembre 2022.
Positivo 191 63.67
Negativo 109 36.33
Total 300 100.00

4.2 Aislamiento e identificacion de S. aureus

En el cultivo se observaron colonias pequefias, pastosas y convexas, manitol positivo en
el agar Chapman manitol, en el agar sangre se observaron zonas de hemdlisis alrededor de
las colonias (figura 3); Microscépicamente se observaron cocos dispuestos en racimos con

caracteristica tintoreal gram positivas; coagulasa y catalasa positivos.

Figura 3. S. aureus aislado de mastitis bovina. A. En agar sangre. B. En agar

1

Chapman manitol
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4.3 Factores de virulencia

Produccion de coagulasa

Enlatabla 3y Figs. 4 (A,B,C,D), en la prueba de coagulasa a la hora de lectura, el 15.7
% de cepas de S.aureus fueron positivas, el mayor porcentaje de positividad (27.74%) se
observoda las 24 horas de incubacién y el menor porcentaje (6.30%) a las 2 horas; segun
intensidad de la prueba en cruces, se mostrd que el 43.99% de cepas fueron positivas con

4 cruces yel 10.99% con 1 cruz.

Tabla 3. Factores de virulencia. Produccion de coagulasa en horas e intensidad por S. aureus
aislados de Mastitis bovina, distrito de Chiclayo. Septiembre2022 — Diciembre 2022

+ ++ +++ ++++ Total

N° % N° % N° % N° %

z
o
S

0 0.00 0 000 10 523 20 1047 30 15.7
0 0.00 0 0.00 4 2.1 8 4.2 12 6.30
0 0.00 0 0.00 12 6.28 2.1 16 8.38

3 1.57 10 524 8 4.19 3.14 27 14.14

o o b

8 4.18 5 2.62 5 2.62 0.00 18 9.42

[N
o

5.23 11 575 0 0.00 14 7.32 35 18.32

0.00 6 3.14 15 785 32 16.75 53 27.74
21 1099 32 1675 54 2827 84 4399 191 100.00

o

Figura 4.A,B,C,D. Intensidad de la Prueba de coagulasa positiva en cruces de S. aureus

aislados de mastitis bovina, distrito de Chiclayo. Septiembre 2022- Diciembre 2022
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Produccién de hemolisina a

En la tabla 4. (Fig 5) De las 191 cepas de Staphylococcus aureus aisladas, 177
produjeron hemolisina a, de ellas el 48.02% con un diametro de 3.5 — 6.0 mm, 9.6 %

produjeron hemolisina a con un diametro mayor entre 9.6 — 10.4 mm.

Tabla 4. Produccion de hemolisina a (mm de diametro) por Staphylococcus aureus

aislados de Mastitis bovina, distrito de Chiclayo. Septiembre 2022 — Diciembere 2022

N° %

85 48.02
40 22.60
35 19.78

17 9.6
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Figura 5. Produccion de hemolisina a por S. aureus aislados de mastitis bovina,

distrito de Chiclayo. Septiembre 2022-Diciembre 2022

Produccion de hemolisina a

En la tabla 5 (Fig 6), de las 191 cepas estudiadas 05 produjeron hemolisina o B, de

ellos el 60% con un diametro de 10.8 — 11.5 mm.

Tabla 5. Produccidén de hemolisina af (mm de didmetro) por S.aureus aislados de Mastitis
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bovina, distrito de Chiclayo. Septiembre 2022 — Diciembre 2022.

N° %
03 60
02 40
05 100.00

Figura 6. Produccion de hemolisina o  por Staphylococcus aureus aislados de
mastitis bovina, distrito de Chiclayo. Septiembre 2022 -Diciembre - 2022

Produccion de leucocidina

En la tabla 6 (Fig. 7 A, B) En la primera hora de lectura, 28.80% de cepas de
Staphylococcus aureus produjeron leucocidina con actividad sobre 5,601 — 6,600
leucocitos/mm? de sangre y 19.89% produjeron leucocidina con actividad sobre 3,400 —

4600 leucocitos/ mm?®
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Tabla 6. Factores de virulencia. Produccion de leucocidina por Staphylococcus aureus

aislados de Mastitis bovina, distrito de Chiclayo. Septiembre 2022 — Diciembre 2022

1 hora 2 hrs N %
3,400 - 4,600 2,900 - 3,500 38 19.89
4,601 - 5,600 3,501 -4,500 57 29.84
5,601 - 6,600 4,501- 5,500 55 28,80
6,601 - 7,600 5,501 - 6,500 41 21.47

191 100.00

Figura 7 A,B. Produccion de Leucocidina por S.aureus aislados de mastitis bovina, distrito de

Chiclayo. Septiembre 2022 — Diciembre 2022

(=4
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Produccion de fibrinolisina
En la tabla 7, de 145 cepas de Staphylococcus aureus aisladas, 58 produjeron

fibrinolisina (40%) en mayor cantidad calificadas con 2 cruces respectivamente.

Tabla 7. Factores de virulencia. Produccion de fibrinolisina por Staphylococcus aureus

aislados de Mastitis bovina, distrito de Chiclayo. Septiembre 2022 — Diciembre 2022.
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N° % N° % N° % N° %

49 33.80 58 40.00 38 26.20 145 100

Produccidén de Capsula

En la figura 8. Todas las cepas produjeron capsula.

Figura 8. Produccion de cédpsula por S.aureus aislados de mastitis bovina, distrito de
Chiclayo.Septiembre 2022 — Diciembre 2022
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4.4 Susceptibilidad antimicrobiana de Staphylococcus aureus

Susceptibilidad a penicilina y ceftofiur

En la tabla 8 (Figs 9 y 10), en relacion a la susceptibilidad a penicilina, se hallo
que el 69,10% de cepas (132cepas) fueron sensibles, 8,90% (17cepas) intermedios y
21,98% (42 cepas) fueron resistentes. A ceftiofur 84,81% (162cepas) fueron sensibles,
3,14% (6 cepas)intermedios y 12,04% (23 cepas) fueron resistentes.

Tabla 8. Susceptibilidad a Penicilina y Ceftiofur de Staphylococcus aureus aislados de Mastitis

bovina, distrito de Chiclayo. Septiembre 2022 — Diciembre 2022.

Sensible Intermedio Resistente

%

NO

%

% N°

% N°

NO
132 69,10 17 8,90 42 21,98 191 100
162 84,81 6 3,14 23 12,04 191 100

Figura 9. S. aureus sensible a penicilina aislados de mastitis bovina, distrito de Chiclayo.

Septiembre 2022 — Diciembre 2022.
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PENICILINA
Figura 10. S. aureus sensible a penicilina aislados de mastitis bovina, distrito de Chiclayo.
Septiembre 2022 — Diciembre 2022.

Factores de virulencia de Staphylococcus aureus sensibles a penicilina

En latabla 9, enrelacion a la susceptibilidad a penicilina y al nimero de factores
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de virulencia de S. aureus, 76,19%, 16,67% y 7,14% de las cepas resistentes a
penicilina produjeron seis, cinco y cuatro factores de virulencia respectivamente. La
mayoria de cepas fueron sensibles a la penicilina (74,24%) productoras de seis factores

de virulencia, pocas cepas resultaron con una respuesta intermedia a penicilina.

Tabla 9. Susceptibilidad a Penicilina y nimero de factores de virulencia de S. aureus

aislada de Mastitis bovina. Distrito de Chiclayo. Septiembre 2022 — Diciembre 2022.

Sensibles

NO

Intermedios

NO

Resistentes

NO

% % %

N° %

6 98 74,24 15 8824 32 76,19 145 75,92

5 28 21,21 02 11,76 7 16,67 37 19,37

4 06 4,55 - - 3 7,14 9 4,71
Total 132 100,00 17 100,00 42 100,00 191 100,00

Factores de virulencia de Staphylococcus aureus sensibles a ceftiofur

En la tabla 10, referente a la susceptibilidad al ceftiofur, el 82,61%, y 17,39% de
cepas de S. aureus resistente a ceftiofur fueron productoras de seis y cinco factores de
virulencia respectivamente. La mayoria de las cepas que fueron sensibles a ceftiofur

(74,69%) presentaron seis factores de virulencia.

Tabla 10. Factores de Virulencia de Staphylococcus aureus aislados de Mastitis bovina

asociados a cepas resistentes a Ceftiofur. Distrito de Chiclayo. Septiembre 2022 -
Diciembre 2022

Sensibles Intermedios Resistentes _

N° % N° % N° % N° %

6 121 74,69 05 83,33 19 8261 145 7592
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5 32 19,75 01 16,67 04 17,39 37 19,37

4 9 5,56 - - - - 9 4,71

Total 162 100, 06 100, 23 100, 191  100,0
00 00 00 0

V. Discusion

Staphylococcus aureus es uno de los microrganismos de importancia médica que
ocasiona una serie de cuadros patoldgicos, ha sido reconocido como uno de los agentes
etiologicos responsable de la mastitis infecciosa bovina , se considera como causa comun de
infecciones intramamarias en vacas lecheras a nivel mundial, deteriorando la salud y bienestar
del animal afectando la produccion lactea , costos por asistencia médica , alto indice de descarte
e inclusive algunos casos de muerte del animal Alvarado et al (1), Hamdan et al (5).. Dicha
bacteria ha sido aislada en mas del cincuenta por ciento de casos de mastitis bovina en el
departamento de Lambayeque, constituyéndose en un importante agente de la enfermedad con

mayor impacto econdémico en la produccion pecuaria.

En los establos de explotacion lechera, Staphylococcus aureus es un microorganismo
muy difundido y contagioso presente en muestras de leche procedentes de cuartos mamariosde
vacas con mastitis, lo que se refleja en el 63.67 % de casos hallados en la presente
investigacion; este resultado es similar a los reportados por Torres (15), Jimenez (27), Abebe
(8) y Alvarado (35), esto es debido a la presentacion de los principales factores predisponentes
de mastitis en los diferentes establos estudiados como la deficiente higiene de las manos del
ordefiador y equipo de ordefio mecanico durante la rutina de ordefio, asimismo a la no

aplicacion de medidas de prevencién y control en la mayoria de los establos lecheros.

En este estudio los casos de mastitis en Lambayeque fueron superioresa los hallados por
Rodriguez (41), Barrera (4), Camacho (36), ), Quispe (37), lo que se debe al tipo de mastitis
implicada, asi en el presente trabajo correspondieron a mastitis severa no asi los casos

estudiados por los autores mencionados que fueron de mastitis clinica y subclinica, asi los
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primeros son causados principalmente por S. aureus cuyos determinantes de patogenicidad y
resistencia a los antimicrobianos de mayor uso en infecciones mastiticas tienen mayor opcion
de causar las infecciones, a diferencia de los casos de mastitis subclinicas que no s6lo son
causadas por S.aureus sino también por otros microorganismos como Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus spp. Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysagalactiae y E.

coli.

Por otro lado, la prevalencia en la presente investigacion, es menor a la reportada por
Reyes (16), probablemente se debe al tipo de crianza, siendo esta semitecnificada en
comparacion con la ejecutada por el autor en mencion en la que los animales tenian una crianza
menos tecnificada caracterizada por el menor seguimiento de medidas de control y prevencion

de la mastitis. glandula

La mastitis bovina es producida por cepas de Staphylococcus aureus que se diferencian
por sus propiedades patogeénicas las cuales se asocian con la produccion de diferentes factores
de virulencia, los que estan involucrados en la adherencia, colonizacione invasion de los
tejidos, ademas de ello en la interferencia con los mecanismos defensivo del huésped; todo
esto influye en la gravedad infecciosa de la glandula mamaria Camusone (56). Lo mencionado
justifica la identificacion en todas las cepasde Staphylococcus aureus, la produccion de
capsula, coagulasa, catalasa y hialuronidasa, con excepcion del primer factor, las enzimas
participan en las fases iniciales de la infeccion por lo que son conocidas como factores de

establecimiento en el huésped.

La catalasa es la enzima que protege a las bacterias fagocitadas del efecto oxidante de
peréxido de hidrégeno al cual convierte en oxigeno y agua Galli (25), Romero, et al (33)
Corrales (50), el compuesto mencionado es producido por lospolimorfonucleares por tanto
permite la supervivencia de Staphylococcus aureus en el huésped constituyéndose en uno de
los factores que median la severidad del cuadro patoldgico, aun asi es importante considerar
que los polimorfonucleares de la leche son menos eficaces que los séricos por la interferencia

de la caseina en el proceso, se compensa esta deficiencia con la participacion de los otros



factores de virulencia.

La produccion de coagulasa se encuentra con mayor frecuencia entre los patdgenos mas
peligrosos de la piel y mucosas, la enzima es un activador del plasma, su accion es coagular
el fibrinbgeno hasta fibrina o coagulo de fibrina que cubre las bacterias y que forma parte de
los abscesos que frecuentemente se forman en los casos de mastitis clinica, éstos a su vez
protegen a la bacteria de la fagocitosis y de los antibi6ticos utilizados en su tratamiento
Delgado et al (39). Particularmente, en los animales evaluados en la presente investigacion,
los casos clinicos de mastitis produjeron coagulasa en menos de seis horas, mas del 50% de
cepas de Staphylococcus aureus y se han caracterizado por la formacién de abscesos en la

glandula mamaria lo que limita e incluso anula la secrecion lactea .

En el presente estudio todas las cepas de Staphylococcus aureus aisladas de mastitis
bovina presentaron capsula, en relacion con esta estructura, la mayoria de los casos
correspondieron a mastitis severas manifestadas también por las caracteristicas organolépticas
no normales de la leche como olor muy desagradable, presencia de motas yen algunos casos
con presencia de sangre; estas observaciones guardan relacion con los estudios de Calderén y
Rodriguez (55), Franco et al. (26) y Aponte (57) en los que se manifiesta que cuadros de
mastitis clinica son producidos principalmente por S. aureus (productores de capsula) y
cuadros de mastitis subclinica son causados particularmente por Staphylococcus spp.

coagulasa negativos (SCN).

La produccién de hemolisina o es una caracteristica observada en casi todas las cepas de
Staphylococcus aureus lo cual coincide con Vasquez (30), Delgado (39), Ote et al. (31); se
justifican los hallazgos porque que dicha hemolisina es producida por la mayoria de
Staphylococcus aureus aislados de casos de mastitis bovina investigados por los autores
mencionados, asimismo es responsable de la gravedad de la mastitis tal y como se ha
observado en la presente investigacion. La hemolisina a es una proteina toxica para un amplio
rango de células de mamiferos en especial los eritrocitos que al ser destruidos convierten el
tejido del huésped en nutrientes para la bacteria; actua sobre la membrana citoplasmatica de

la célula produciendo lisis, también lisa neutréfilos con liberacion de enzimas lisosémicas que
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le permiten sobrevivir en el huésped dafiando el tejido, disemindndose y produciendo una serie

de infecciones secundarias Prince et al. (58).

En cuanto a las hemolisinas aff de las cepas de Staphylococcus aureus, no se encontrd
referencias que reporten esta caracteristica, sin embargo en este estudio se aislaron cepas de
af hemolitico colonias doradas de doble hemdlisis con colonias de dorada indicando una
mayor patogenicidad ya que fueron aislados de cuartos mamarios altamente afectados, esto
ocurre ya que la toxina B de Staphylococcus aureus, es una exoproteina hemolitica que
hidroliza la esfingomielina plasmética aumentando la permeabilidad de la superficie celular,
estas caracteristicas juega un papel importante en la patogenia de la infeccion mamaria por S.

aureus (59).

La leucocidina es una exotoxina producida por muchas cepas de Staphylococcus aureus
que destruye los leucocitos y produce necrosis de los tejidos, actia en la membrana externa
de los leucocitos polimorfonucleares, monocitos y macrofagos, confiriéndole a la bacteria la
capacidad de sobrevivir en el huésped, ademas se liberan mediadores de la inflamacién que
en el huésped provoca una respuesta inflamatoria severa en la glandula mamaria Hamdan et
al. (5). En relacion con la produccién de leucocidina de las cepas aisladas se observa que a
mayor tiempo de exposicion de la bacteriaen el huésped se produce mayor cantidad de
leucocidina, justificandose en la segunda lectura por los porcentajes obtenidos por el efecto
acumulado de la primera lectura, estos resultadosse dan en procesos infecciosos severos

causados por Staphylococcus aureus en la glandula mamaria de bovinos.

Todas las cepas de Staphylococcus aureus produjeron fibrinolisina, enzima proteolitica
Ilamada estafilocinasa, la cual aumenta el potencial invasivo de la bacteria al disolver los
coagulos de fibrina que se forman a partir del plasmindgeno presente en el plasma a fin de
evitar la diseminacion de la bacteria Vasquez (30). Este factor de virulencia fue secretado por
el mayor porcentaje de cepas de Staphylococcusaureus estudiadas en el presente trabajo,
coincidiendo con algunos autores que no consideran que sea un factor importante sin embargo

en las cepas que la producen contribuye con el efecto patogénico de la bacteria actuando como
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enzima litica.

Por otro lado, la resistencia de los microorganismos frente a los antibioticos es uno de
los problemas mas importantes en medicina veterinaria y salud publica, siendo una
herramienta de mucha importancia en contra de los microorganismos patégenos causantes de
enfermedades infecciosas, sin embargo, las cepas resistentes en los ultimos afios han sido
reportadas por diferentes autores Russi (59), Medeiros (60). A este problema debe
adicionarsele que algunos antibioticos son eliminados por la leche llegando de esa manera al

consumidor con las posibilidades de provocar resistencia en los microorganismos.

Internacionalmente los antibidticos betalactdmicos como cefalosporinas y tetraciclinas
son utilizados en el tratamiento de mastitis clinica sin embargo el uso indiscriminado de los
farmacos a través de los afios han inducido a que los microorganismos patdégenos hagan
multiresistencia dando lugar a fracasos terapéuticos. En el presente trabajo, el 21.98% de
cepas de Staphylococcus aureus fueron resistentes a penicilina, porcentaje menor alreportado
Quispe (37) ,Kaczorek, et al (23), Srednik, et al (34), posiblemente la diferencia se deba a que
las cepas de Staphylococus aureus en el trabajo de investigacion sean no productoras de
betalactamasas y s6lo en un bajo porcentaje en relacion a los autores produzcan ésta enzima
que hidroliza lamolécula amida del anillo betalactamico inactivandoal antibiotico interfiriendo

con la sintesis del peptidoglicano.

Asi mismo el porcentaje adquirido de 21.98 % de cepas de Staphylococcus aureus
fueron resistentes a penicilina porcentaje similares reportado por Pellegrino et al. (44), lo cual,
puede deberse a que en el presente estudio los establos donde fueron tomados las muestras de
leche se orientan a mejorar su productividad con el uso racional de os antimicrobianos, entre

ellos la penicilina, en la terapia de mastitis bovina.

EI84.81% de cepas de Staphylococcus aureus fueron sensiblesa ceftiofur porcentaje que

es similar al hallado por, Padilla (40), Neder et al. (32) probablemente por el tipo de
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antibidtico, ceftiofur es un antibidtico betalactamico cefalosporinico de tercera generacién
de amplio espectro que actda concentrandose en un 90% enel lugar infeccioso alcanzando un

buen nivel terapéuticoen pocos minutos Cieza (38).
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V1. Conclusiones

Los factores de virulencia de Staphylococcus aureus aislados de mastitis bovina del
distrito de Chiclayo entre noviembre 2012 y agosto 2013 fueron, catalasa, coagulasa,
leucocidina y capsula en el 100% de las cepas, hemolisina a (92.67%,), fibrinolisina (75.92%)
y hemolisina a  (2,62%).

El 21.98% de cepas de Staphylococcus aureus aislados de mastitis bovina fueron
resistentes a penicilina y el 69.10% fueron sensibles; frente a ceftiofur, el 12.04% de cepas

resultaron ser resistentes y el 84.81%, sensibles.



V1. Propuestas

La mastitis es un proceso patolégico que ocasiona mayores pérdidas econémicas en el
ganado lechero, controlando ampliamente los problemas de reproduccion e infertilidad,
siendo el control de mastitis de mayor importancia en los Gltimos afios. En el Pert consideran
a la mastitis Bovina como una infeccidn con etiologia contagiosay ambiental, considerando al

Staphylococcus aureus el germen mas importante en la mastitis infecciosa.

Se ha determinado en la presente investigacién que el porcentaje de aislamiento de
Staphylococcus aureus de casos de mastitis bovina es alto, los tratamientos que se realizan no
son orientados por analisis microbiolégico para aplicar farmacos especificos y asino crear
resistencia en el microorganismo; esta situacion constituye un riesgo para la explotacion

lechera, ya que sus reservoriosson las glandulas mamarias y la leche de vacas infectadas.

Por todo lo afirmado se propone:

A los establos del distrito de Chiclayo:

Elaborar un manual de procedimiento de ordefio y medidas profilacticas para cumplir

antes y después del ordefio.

Controlar semanalmente a los animales mediante pruebas de deteccién de mastitis
subclinica, registrando la informaciéon del niumero de vacas, cuartos afectados, fecha,
productos utilizados, tiempo de tratamiento. De presentarse casos positivos, enviar la
muestra al laboratorio para el diagndstico microbioldgico y antibiograma para la aplicaciéon

del tratamiento especifico.

Revisar frecuentemente el estado de la ubre, palpando en forma individual los pezones
para detectar alguna lesién, eliminando las vacas con infecciones crénicas de mastitis que

han sido tratadas por periodos largos y no han respondido a los tratamientos.
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Realizar campafias de informacion con diferentes centros de produccion referente a

las consecuencias de un tratamiento indiscriminado de antibidtico.

Controlar el ingreso de vacas que ingresan al establo, revisando la informacién
individual de mastitis, separando los animales hastatener la informacién del laboratorio, asi

mismo mantener los ambientes de descanso limpios, utilizando los desinfectantes.

A la universidad:

41

Programar charlas a través de las facultades que involucren las cienciasde la salud, con

temas relacionados a la implementacion de medidas profilacticas en los diferentes establos

lecheros de la ciudad de Chiclayo, con la finalidad de capacitar al personal encargado de las

instalaciones.

Establecer, en coordinacion con los establos lecheros, campafias de prevencion vy
control acerca de los riesgos de las infecciones estafilocécicas para fortalecer la educacion

sanitaria en estos casos.

Al Laboratorio de Microbiologia Veterinaria y afines

Realizar controles de susceptibilidad antimicrobiana a cepas de Staphylococcus aureus

para conocer la variabilidad que puede ocurrir a través del tiempo.
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Apéndice
1. Obtencion de muestra
Z*(p.q)
n=-—5>—
e

Donde:

Z = Unidad de desviacion estandar cuyo valor al 95%de confianza es de 1.
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p = Tasa de prevalencia asumida (0.51%)
g = Tasa de ausencia (0.49)

e = Error estimado (0.05)

N= Tamafo de la poblacion

n = Tamafo de muestra

_ (1.96)?(0.51)(0.49)
B (0.05)2

n

n= 384 muestras

2. Formula para el ajuste del tamafio de la muestra:
Conociéndose el tamafio de la poblacion (N= 300 muestras) para calcular el tamafio
de muestra se aplico la siguiente formula:
n= n/(1+n/N)
n= 384/ (1+384/300)

n= 168 muestras

Por lo tanto, en esta investigacion se trabajé con 168 muestras.

3. Disefo de Contrastacion

No experimental, de tipo solo después.

No experimental

[

Poblacion

|

Muestra
|

I Aislamiento
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4. Operacionalizacion de Variables
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5.

fibrinolisina, son
los que
determinan la

virulencia

del coagulo de
fibrina,formaci
On de burbujas
por catalasa,y
produccion de

capsula

Variables Definicion Dimension Indicadores | Instrumento
conceptual
Disco de
o sensibilidad
) Betalactadmicos y )
Variable ] Concentraciones
) ) Cefalosporinas o
independiente: ; o de penicilina'y
o que actuan sobre | Farmacologica )
Penicilina y ceftiofur
) la pared celular o
Ceftiofur ) Medicion en
de la bacteria
mm de halos de
inhibicién
Medicion de
halos en Ficha de
Hemolisina , mmigrado de recoleccion
Variable coagulasa, hemolisis, de datos
dependiente: capsula, recuento de
Factores de | leucocidina, leucocitos,
virulencia catalasa, Microbiolégica grado de lisis

Instrumento de recoleccion de datos

“FACTORES DE VIRULENCIA Y SUSCEPTIBILIDAD A PENICILINA Y CEFTIOFUR

Staphylococcus aureus AISLADO DE MASTITIS BOVINA, CHICLAYO- 2022”

PARTE I: INFORMACION GENERAL

EN
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ESTABLO 1

N° VISITAS

N° VACAS

N° MUESTRAS
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PARTE II: INFORMACION MICROBIOLOGICA

PARTE Ill: FACTORES DE VIRULENCIA
CEPAS COAGULASA HEMOLISINA CATALASA FIBRINOLISINA LEUCOCIDINA
1
2
3
4
n...(191)
CEPAS MEDICION DE GRADO DE RESISTENCIA
HALOS (mm)
1
2
3
4

n...(191)
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