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RESUMEN

Staphylococcus aureus es uno de los principales patdégenos
bacterianos de mastitis bovina en el estado Zulia - Venezuela.
El objetivo del presente estudio fue determinar la susceptibili-
dad a los agentes antimicrobianos de cepas de S. aureus ais-
ladas de muestras de leche de cuartos mamarios con mastitis
subclinica y leche de tanque en tres fincas del estado Zulia.
Un total de 88 cepas fueron analizadas, de estos aislamientos
81 fueron aislados de leche de cuartos mamarios y 7 de leche
de tanque. A las cepas se le determin6 la sensibilidad a los
agentes antimicrobianos por el método de difusién del disco en
agar, correspondientes a: vancomicina (Va), estreptomicina
(S), clindamicina (Cc), eritromicina (E), tetraciclina (Te), penici-
lina (Pe), ciprofloxacina (Cip), cefoxitina (Fox), cloranfenicol
(C), enrofloxacina (Enr), rifampicina (Rif), trimetoprim/sulfame-
toxazol (SXT), oxacilina (Ox) y gentamicina (G). La concentra-
cion inhibitoria minima (CIM) se determiné a Pe, Va, Ox, y E.
Las cepas de S. aureus aisladas de leche de cuartos mama-
rios fueron resistentes a Pe (12,3%), Enr (8,6%), Cip, S (4,9%,
respectivamente), E (3,7%), Cc, y Rif (2,5%, respectivamente).
Las cepas aisladas de leche de tanque fueron resistentes a Pe
y Te (28,6%) y Cc (14, 3%). Los resultados indican que los ais-
lamientos de S. aureus provenientes de leche de cuartos ma-
marios con mastitis subclinica fueron mas susceptibles a todos
los agentes antimicrobianos (70%) en comparacion con las ce-
pas procedentes de la leche de tanque (57%).

Palabras clave: Staphylococcus aureus, antimicrobianos, re-
sistencia, mastitis subclinica, leche cruda.
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ABSTRACT

Staphylococcus aureus is one of the main bacterial pathogens
involved in bovine mastitis in Zulia State-Venezuela. The objec-
tive of this research was to determine the susceptibility to antimi-
crobial agents of Staphylococcus aureus isolated from the mam-
mary quarter milk of subclinical mastitis cows and from bulk tank
milk in three dairy farms of Zulia State. A total of 88 strains were
analyzed, of these isolates 81 were isolated from quarter milk
and 7 from bulk tank milk. The susceptibility to antimicrobial
agents of those strains was determined by agar disk diffusion
test. The antibiotics tested were: vancomycin (Va), streptomycin
(S), clindamycin (Cc), erithromycin (E), tetracycline (Te), penicil-
lin (Pe), ciprofloxacin (Cip), cefoxitin (Fox), chloramfenicol (C),
enrofloxacin (Enr), rifampicin (Rif), trimethoprim/sulfametoxazole
(SXT), oxacillin (Ox) and gentamicin. (G). Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) for Pe, Va, Ox and E was determined. S.
aureus strains isolated from quarter milk were resistant to Pe
(12.3%), Enr (8.6%), Cip, S (4.9%, respectively), E (3.7%), Cc,
and Rif (2.5%, respectively). Strains isolated from bulk tank milk
were resistant to Pe and Te (28.6%, respectively) and Cc
(14.3%). The results indicate that isolates of S. aureus from
mammary quarter milk of subclinical mastitis were more suscep-
tible to all antimicrobial agents (70%) compared with strains
from the bulk tank milk (57%).

Key words: Staphylococcus aureus, antimicrobials, resistan-
ce, mastitis subclinical, raw milk.

INTRODUCCION

Un pre requisito para producir leche higiénica y de bue-
na calidad es, que sea proveniente de una glandula mamaria
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sana, sin embargo, con frecuencia es producido en un cuarto
mamario afectado por mastitis [5]. La mastitis o inflamacién de
la glandula mamaria se produce principalmente, en respuesta
a la presencia de un microorganismo infeccioso. Esta enferme-
dad infecciosa es la de mayor prevalencia en el ganado leche-
ro y la responsable de grandes pérdidas econémicas para los
productores a nivel mundial [43].

Aunque las pérdidas econdmicas debido a la mastitis se
producen, tanto en los animales que presentan la enfermedad
clinica como la subclinica, en el caso de la mastitis subclinica,
las pérdidas econémicas son mas importantes porque la reduc-
cién en la produccion de la leche tiende a persistir por un largo
periodo y el nimero de animales afectados por unidad de pro-
duccién es mayor [39]. El problema de la mastitis subclinica es
atribuido principalmente a la falta de programas de deteccion y
control en la mayoria de las fincas, asi como también, a defi-
cientes condiciones higiénico-sanitarias del ordefio [18].

En Venezuela, la prevalencia de mastitis subclinica bovi-
na (Bos taurus-indicus) es considerada elevada y los estudios
realizados han reportado una incidencia entre 36 y el 60% [3,
18]. La situacién en el estado Zulia no difiere de lo observado
a nivel nacional [3, 17] y S. aureus es uno de los patégenos
aislados con mayor frecuencia en los casos de mastitis subcli-
nica en dicha region [3, 17].

El uso indiscriminado de antibiéticos en algunos paises
ha conllevado a un aumento en el porcentaje de especies bac-
terianas resistentes a diversos agentes antimicrobianos, las
cuales han sido aisladas de leche procedente de glandulas ma-
marias con mastitis [19, 24, 30]. Esta resistencia trae como con-
secuencia dos aspectos importantes: el primero, una disminu-
cién en la respuesta al tratamiento en caso de mastitis clinica y
el segundo, la transmisién de bacterias resistentes a los consu-
midores a través de la cadena alimentaria, mas adn cuando se
consumen productos elaborados a partir de leche cruda [51].

En los paises donde no existe programa de control de
mastitis ni el pago de incentivo por producir leche de calidad
se ha reportado el aislamiento de bacterias resistentes a mas
de un agente antimicrobiano [6, 17, 40, 42, 52]. El problema
del incremento en la resistencia bacteriana en estos casos es
debido a varias razones que incluyen: el uso indiscriminado de
antibidticos en forma empirica por personal no calificado, la li-
bre venta de los antimicrobianos sin la exigencia de la presen-
tacion del récipe expedido por el Médico Veterinario y final-
mente, la aplicacion incompleta del tratamiento. Todos estos
factores favorecen el desarrollo de la resistencia [42].

A nivel mundial se han realizado numerosos estudios so-
bre la susceptibilidad a los agentes antimicrobianos de cepas
de S. aureus, aisladas de leche de cuartos mamarios de ani-
males con mastitis clinica o subclinica, mientras que, son po-
cos los estudios realizados a partir de aislamientos en leche
de tanque. Los resultados de estas investigaciones destacan
las diferencias existentes entre paises y regiones, en cuanto a
los patrones de resistencia de S. aureus a los agentes antimi-
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crobianos, lo que indica la necesidad de monitorear la resis-
tencia bacteriana. En Venezuela, especificamente en el estado
Zulia se han realizado algunas investigaciones que han revela-
do la presencia de bacterias resistentes a antibidticos, asi
como también, la existencia de residuos de antibi6ticos en le-
che cruda [16, 17, 37].

Por lo antes expuesto, se plante6 la presente investiga-
cién con el fin de determinar la susceptibilidad a los agentes
antimicrobianos de cepas de S. aureus aislados de leche de
cuartos mamarios con mastitis subclinica y leche de tanque en
tres fincas del estado Zulia-Venezuela.

MATERIALES Y METODOS

Cepas de Staphylococcus aureus

La investigacion se realizé en tres fincas ubicadas en los
municipios Santa Rita (Finca A), Cafada de Urdaneta (Finca
B) y Mara (Finca C) del estado Zulia, donde se investigo la
presencia de S. aureus en la leche de cuartos mamarios de
vacas con mastitis subclinica y leche del tanque de enfriamien-
to. Para determinar mastitis subclinica en los cuartos mama-
rios, durante el ordefio vespertino en cada finca se realiz la
prueba de California para Mastitis (CMT) a todas las vacas en
produccién de acuerdo a la metodologia descrita por Schalm y
Noorlander [45].

Un total de 88 cepas de Staphylococcus aureus fueron
aisladas en el estudio. Ochenta y un cepas se aislaron en le-
che de cuartos mamarios, de las cuales 50 cepas fueron aisla-
das en la Finca A, 27 cepas de la Finca B y cuatro cepas de la
Finca C. Las siete cepas restantes incluidas en el estudio fue-
ron aisladas de leche del tanque de enfriamiento de las Fincas
Ay B. Todos los aislamientos fueron obtenidos entre los me-
ses de mayo 2006 a enero 2007. Las cepas fueron identifica-
das por procedimientos estandares en base a la morfologia
colonial en el medio de agar sangre, tincion de Gram, reaccién
a las pruebas de: catalasa, oxidacién y fermentacion de la glu-
cosa (OF-glucosa), coagulasa, DNAsa, fermentacion del mani-
tol y Voges-Proskater [25].

Determinacion de la susceptibilidad de Staphylococcus
aureus

La sensibilidad y la resistencia se determin6 por el méto-
do de difusién del disco en agar de Bauer-Kirby siguiendo los
lineamientos del Instituto de Estandares Clinicos y de Labora-
torio (CLSI) [11], utilizando en este caso 14 agentes antimicro-
bianos recomendados por el CLSI [12]. El indculo se prepar6
por el método de suspension directa de colonias en solucién fi-
siologica estéril ajustdndose la turbidez al patron 0,5 de Mac
Farland. El in6culo estandarizado se sembr6é en placas de
agar Mueller Hinton en forma homogénea sobre toda la super-
ficie del agar, donde posteriormente se colocaron los discos
impregnados con los agentes antimicrobianos. Posterior al
tiempo de incubacion (37°C por 24 horas), se procedié a medir
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en milimetros los halos formados alrededor de cada disco im-
pregnado con antibiético. Como control se utiliz6 la cepa de S.
aureus ATCC 25923.

Los agentes antimicrobianos y sus concentraciones fue-
ron los siguientes: penicilina (10 Ul, OXOID), vancomicina (30
pg, OXOID), gentamicina (10 pg, BBL), eritromicina (15 pg,
BBL), tetraciclina (30 ug, BBL), ciprofloxacina (5 pg, BBL), clin-
damicina (2 pg, BBL), trimetoprim-sulfametoxazol (1,25 ug
/29,75 ug BBL), cloranfenicol (30 pg, BBL), rifampicina (5 ug,
BBL), para detectar cepas de S. aureus resistentes a meticilina
se utilizaron discos de oxacilina (1 ug, OXOID) y de cefoxitin
(30 pg, BBL). Aunque solo habia disponibilidad para realizar
35 determinaciones con el disco de enrofloxacina (5 ug,
OXOID) se incluy6 junto con el disco de estreptomicina (10 ug,
BBL) por ser antibiéticos de uso en medicina veterinaria. El cri-
terio de sensibilidad o resistencia a cada agente se determiné
segun las especificaciones del CLSI [12].

Determinacion de la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM)

La CIM es la minima concentracion del antimicrobiano ca-
paz de inhibir el crecimiento bacteriano, se realizé la CIM por el
método de dilucion en agar de acuerdo a las pautas recomenda-
das por el CLSI [12] a: penicilina, oxacilina, vancomicina y eritro-
micina. Los rangos probados fueron: penicilina 0,00753 a 4,0
pg/mL, vancomicina 0,0312 a 8,0 ug/mL, eritromicina de 0,125 a
16,0 pg/mL y oxacilina de 0,0625 a 16,0 ug/mL. Para la interpre-
tacion de los resultados se siguieron los lineamientos del CLSI
[12], donde se sugiere los puntos de cortes que se describen en
la TABLA I. Se calcul6 ademas la CIMgy y CIMs, éstas se defi-
nen como la minima concentracion del antibiético que inhibe el
90 y 50%, respectivamente, del crecimiento bacteriano [19].

TABLA | )
ESTANDARES DE INTERPRETACION DE CIM PARA
Staphylococcus spp/ MIC INTERPRETIVE STANDARD

FOR Staphylococcus spp
Antibioticos ~ Sensibilidad Intermedio Resistente
(Mg/mL)
Penicilina <0,12 - > 0,25
Oxacilina <2 - >4
Vancomicina <2 4-8 =16
Eritromicina <0,5 1-4 =8

Deteccion de la produccion de S-lactamasa

Las cepas fueron probadas para la detecciéon de g-lactam-
asa por el método cefalosporina cromogénica nitrocefin (Oxoid,
UK) [50]. La determinacion se realizd con previa induccion, de
manera que la barra de nitrocefin se roté sobre la superficie de la
colonia a partir de crecimiento fresco de 24 horas en presencia
de un antibiético f-lactamico. Una reaccion positiva se evidencio
por la aparicién de un color rojo en el extremo impregnado con
nitrocefin en un tiempo no mayor de cinco minutos.

Analisis estadistico

Se utilizé el PROC MEANS para calcular el diametro
medio y el rango de la zona de inhibicién del crecimiento en
milimetros, para los 14 antibiéticos para cada una de las tres
fincas. A fin de comparar los diametros medios entre fincas se
aplicod un andlisis de varianza en un disefio completamente al
azar utilizando el PROC GIM realizando la comparacién multi-
ple de medias con la prueba de Tukey. Para realizar los anali-
sis se utilizo la version 9,1 del SAS [48].

RESULTADOS Y DISCUSION

Susceptibilidad a los agentes antimicrobianos de cepas
de S. aureus aisladas en leche con mastitis subclinica

De las 81 cepas de S. aureus analizadas, 57 (70,4%)
fueron susceptibles a todos los agentes antimicrobianos ensa-
yados. Una mayor susceptibilidad ha sido reportada en un es-
tudio previo realizado en la region en cuatro explotaciones le-
cheras, donde el 86,36% de las cepas de S. aureus mostraron
susceptibilidad [17]. A nivel mundial, la sensibilidad a los agen-
tes antimicrobianos en cepas de S. aureus aisladas de bovinos
con mastitis se ha reportado entre un 30 y 86% [4, 19, 21, 24,
36, 41, 47, 53], el amplio margen de los porcentajes reporta-
dos por las investigaciones pueden estar relacionadas con las
diversas politicas existentes en los diferentes paises en cuanto
al uso de agentes antimicrobianos.

Los resultados obtenidos por el método de difusion del
disco en agar y reportados por categoria de interpretacion
(sensible y resistente) se muestran en la TABLA II, donde se
puede observar la resistencia obtenida en orden decreciente a
los diferentes antimicrobianos probados. El mayor porcentaje
de resistencia se present6 frente a penicilina con un 12,4%
(10/81), seguido por 4,9% (4/81) a ciprofloxacina y estreptomi-
cina, 3,7% (3/81) a eritromicina, 2,5% (2/81) a clindamicina y
rifampicina, respectivamente, y 1,2% (1/81) de resistencia a te-
traciclina. Debido a falta de disponibilidad, la enrofloxacina se
ensay6 solo en 35 cepas, de las cuales 3 fueron resistentes
(8,6%). Contra oxacilina, cefoxitin, cloranfenicol, gentamicina,
vancomicina y trimetoprim-sulfametoxazol todas las cepas se
mostraron susceptibles.

Debido a que la penicilina ha sido el tratamiento de
eleccion para la mastitis bovina desde los afios 1940 [26], las
investigaciones realizadas a nivel mundial reportan este feno-
tipo de resistencia como el mas comunmente observado en
cepas de origen bovino [20]. Previamente, en la regién se ha
reportado resistencia a penicilina en un 13,63% [17], en otras
latitudes el porcentaje de resistencia a penicilina es mayor
oscilando entre un 30 y 89% [6, 21, 29, 31, 34, 40, 53], con la
excepcioén de los resultados obtenidos en cepas procedentes
de Noruega y Canada, donde la resistencia a este antibiético
pB-lactamico es menor (2-11%) [32, 41, 53].
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TABLA Il
SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA DE CEPAS
DE Staphylococcus aureus AISLADAS DE BOVINOS
CON MASTITIS SUBCLINICA/ ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITY
OF Staphylococcus aureus STRAINS ISOLATED FROM
SUBCLINICAL BOVINE MASTITIS

Antibioticos N° Sensibilidad Resistencia
Cepas N© % N© %
Cefoxitina 81 81 100 0 0
Ciprofloxacina 81 77 95,1 4 4,9
Clindamicina 81 79 97,5 2 2,5
Cloranfenicol 81 81 100 0 0
Eritromicina 81 78 96,3 3 3,7
Gentamicina 81 81 100 0 0
Oxacilina 81 81 100 0 0
Penicilina 81 71 87,7 10 12,4
Rifampicina 81 79 97,5 2 2,5
Tetraciclina 81 80 98,8 1 1,2
Vancomicina 81 81 100 0 0
Enrofloxacina 35 32 91,4 3 8,6
Estreptomicina 81 77 95,1 4 4.9
Trimetoprim/
sulfametozaxol 81 81 100 0 0

El mecanismo mediante el cual S. aureus es resistente a
penicilina es debido a la produccién de -lactamasas. Las be-
ta-lactamasas son enzimas bacterianas que hidrolizan el enla-
ce amida del anillo g-lactamico, dejandolo inactivo antes de su
unioén con su sitio blanco (PBPs) siendo incapaz de inhibir la
sintesis de la pared celular [7].

Segun el CLSI [12], el criterio de interpretaciéon para la
clasificacion de una cepa de S. aureus como susceptible o re-
sistente a penicilina debe concordar con la produccién de
p-lactamasa. En el presente estudio, todas las cepas resistentes
a penicilina fueron productoras de f(-lactamasa, determinacion
que se realizd con previa induccion. Resultados similares han
sido reportados previamente en cuanto a la relaciéon de resisten-
cia a penicilina y produccion de f-lactamasa [24, 31, 40, 52].

En cuanto a las fluoroquinolonas ensayadas, el 4,9% de
las cepas fueron resistentes a ciprofloxacina. Este resultado
difiere del obtenido por Faria y col. [17] en la regién bajo estu-
dio, donde no hubo resistencia a ciprofloxacina en 22 cepas de
S. aureus analizadas. De igual manera, en las investigaciones
realizadas por Ruiz y col. [40] en Antioquia, Colombia y Sato y
col. [44] en Dinamarca, no detectaron resistencia a este anti-
biético. Por su parte, Haveri y col. [22] en Finlandia, reportaron
s6lo un 0,7% de resistencia.

Otra fluoroquinolona que se ensay6 fue enrofloxacina,
donde 3 cepas (8,6%) de 35, mostraron resistencia. El reporte
de cepas de S. aureus de origen bovino resistente a enrofloxa-
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cina es muy variado, en los estudios de Betancourt y col. [9],
Gllery col. [21] y Nunes y col. [31] no se observé resistencia a
enrofloxacina. Por el contrario, en la investigacion realizada
por San Martin y col. [42] en tres regiones de Chile, reportaron
una resistencia entre 1,3 y 13,9%. Por su parte, Turutoglu y
col. [52], en 103 cepas de S. aureus aislados de mastitis bovi-
na en Turquia, detectaron un 3,9% de resistencia. La enroflo-
xacina es una fluoroquinolona desarrollada exclusivamente
para ser usada en medicina veterinaria, se caracteriza por pre-
sentar una excelente actividad antimicrobiana incluso contra
microorganismos poco susceptibles o resistentes a los antimi-
crobianos de uso corriente en animales, es usada en Estados
Unidos y muchos paises europeos para el tratamiento de una
variedad de infecciones en animales [33].

Las fluoroquinolonas actian a nivel de la sintesis de
ADN inhibiendo el proceso de replicacion al actuar sobre la en-
zima topoisomerasa IV en bacterias Gram positivas [8, 20]. La
resistencia a las fluoroquinolonas surge en forma espontanea
por medio de mutaciones que, ocasionan sustituciones de ami-
noacidos dentro de las subunidades ParC y ParE de topoiso-
merasas |V [55]. Aunque las fluoroquinolonas tienen una bue-
na distribucion en la glandula mamaria y tienen un amplio es-
pectro de accién se encuentra en discusién el uso de este tipo
de antibiético en animales destinados a la produccién de ali-
mentos debido a la posible aparicién de cepas resistentes que
podrian ser transmitidas al humano [15].

En cuanto a los aminoglucosidos, 4/81 cepas (4,9%) pre-
sentaron resistencia a estreptomicina, éste es uno de los ami-
noglucésidos mas usados para el tratamiento y control de mas-
titis bovina por S. aureus, utilizandose s6lo o en combinacion
con otro antibidtico, como la penicilina. Aunque deben ser usa-
dos en forma cautelosa en produccion animal, por el riesgo de
la presencia de residuos por tiempo prolongado en la leche y
por sus efectos nefrotoxicos [13], en algunos paises como Polo-
nia, Hungria, Palestina y Chile, la resistencia a aminoglucoésidos
ha sido el segundo fenotipo de resistencia observado con ma-
yor frecuencia donde se ha reportado resistencia a estreptomici-
na por encima del 25% [6, 29, 53].

El mecanismo mas comun de resistencia a los aminoglu-
césidos por parte de S. aureus es la modificaciéon estructural
del antibiético por enzimas modificadoras especificas, lo cual
compromete la union del antibidtico con su sitio de accion [55].
Muchas de estas enzimas modificadoras estan localizadas a
nivel de plasmidos y transposones en Gram positivos y son efi-
cientemente transmitidos entre estafilococos y enterococos por
conjugacion [8].

La resistencia a eritromicina se observé en el 3,7%
(3/81) de las cepas, este porcentaje es inferior al obtenido pre-
viamente en la region donde se reportd una resistencia del
9,09% [17], también esta por debajo de los resultados obteni-
dos por Gentilini y col. [19] en Argentina (11,6%). En otros pai-
ses subdesarrollados, la resistencia a este macrolido es inclu-
so mas elevada, con reportes de 28% en Hatay [6] y 40,9% en
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Palestina [2], mientras que en paises desarrollados, la resis-
tencia oscila entre un 0,7 a 10% [4, 14, 22, 35, 41, 53].

La resistencia de Staphylococcus a macrolidos se basa en
la modificacion del sitio de accion, mecanismo de eflujo e inacti-
vaciéon enzimatica. La modificacion del sitio de accién es el ele-
mento de resistencia mas comun [55]. Esta modificacion del sitio
de accién ocurre por metilacion del residuo de adenina del ARNr
23S mediante metilasas codificadas por el gen erm. Cuatro ge-
nes designados como erm(A), erm(B), erm(C) y erm(F) han sido
identificados en Staphylococcus de origen animal [55]. Estos ge-
nes se encuentran localizados a nivel de transposones conjugati-
VoS 0 no conjugativos y a nivel de plasmidos [46].

La resistencia observada a clindamicina fue del 2,5%
(2/81 cepas). Los resultados del presente estudio son compa-
rables a los obtenidos por Pitkdld y col. [35] en Finlandia
(0,5%) y por Anderson y col. [4] en Carolina del Norte y Virgi-
nia (Estados Unidos de Norteamérica) (0%). Los mayores por-
centajes de resistencia conseguidos a clindamicina oscilan en-
treun 17 y 60% [2, 6, 29, 40, 42, 52].

La resistencia conferida por el gen erm y que ocasiona
metilacién en el ARNr 23S confiere resistencia también para el
grupo de lincosamidas (clindamicina), pues la metilacion de la
molécula de adenina en la cadena de ARNr 23S se encuentra
localizada en una region conservada del dominio V del ARNr
23S, que juega un papel clave en la uniéon de los antibioticos del
grupo ML (macrélidos, lincosamidas). Como consecuencia de la
metilacion, la eritromicina no puede unirse a su sitio de accion.
El solapamiento de los sitios receptores de este grupo de anti-
bidticos provoca la resistencia simultanea a estas dos clases de
drogas [27]. In vitro, las cepas con resistencia constitutiva grupo
ML se muestran resistentes a eritromicina y clindamicina, mien-
tras que las que poseen el fenotipo inducible de resistencia, son
resistentes a eritromicina pero sensibles a clindamicina. In vivo,
la terapia con clindamicina, podria seleccionar mutantes consti-
tutivos erm y provocar una falla terapéutica [49].

La resistencia observada a tetraciclina del 1,2% (1/81 ce-
pas), es menor a la reportada por Faria y col. [17] previamente
en la region (9,09%). Los resultados del presente estudio son
comparables a los obtenidos por Pitkdld y col. [35] en Finlandia
(5,1%) y por Anderson y col. [4] en Carolina del Norte y Virginia
(Estados Unidos de Norteamérica) (0,5%). Otras investigacio-
nes efectuadas en diferentes paises revelan un mayor porcen-
taje de resistencia a tetraciclina desde un 9 hasta un 67% [2, 6,
14, 22, 28, 29, 40, 42, 51, 52]. En estafilococos de origen ani-
mal se han detectado 4 genes diferentes (tefM, tetO, tetK, tetl)
que confieren resistencia a tetraciclina. Los genes tef(M) y
tet(O) codifican proteinas de proteccion ribosomal y los genes
tet(K) y tet(L) codifican proteinas de eflujo [55].

Aunque la rifampicina no es utilizada para el tratamiento
y/o control de la mastitis bovina [23] se logré detectar 2 cepas
resistentes (2,5%). Faria y col. [17], no reportaron resistencia a
rifampicina en su estudio realizado en cepas de S. aureus ais-
ladas en leche de cuartos mamarios en cuatro unidades de

produccién del estado Zulia. Debido a la frecuencia de muta-
ciones espontaneas a nivel cromosomal, la resistencia se de-
sarrolla rapidamente, razon por la cual su uso es limitado y se
reserva para el tratamiento de infecciones por S. aureus en
medicina humana [8].

Debido a que con el método de difusion del disco en agar
(Bauer y Kirby) no se pueden detectar cambios leves en la resis-
tencia antimicrobiana [51], pues los resultados obtenidos son
cualitativos (sensible, intermedio y resistente) [12], se compara-
ron los diametros (mm) de los halos de inhibicion del crecimiento
de las cepas de S. aureus cuyos resultados se muestran en la
TABLA lll. Se observa que los didametros de la zona de inhibicién
para las cepas de S. aureus aisladas en la Finca A fueron meno-
res para cefoxitina, ciprofloxacina, clindamicina, cloranfenicol, eri-
tromicina, gentamicina y trimetoprim/sulfametoxazol, al ser com-
paradas con los obtenidos a partir de los aislamientos de la Finca
B y C, diferencias que fueron significativas (P<0,05). En el caso
de tetraciclina y estreptomicina, el diametro de inhibicion fue me-
nor en las cepas provenientes de la Finca C en comparacién con
los de la Finca A y B (P<0,05). No se observo diferencia signifi-
cativa (P>0,05) en los diametros de oxacilina, penicilina, rifampi-
cina, vancomicina y enrofloxacina.

Estas diferencias obtenidas pueden ser debido al tipo de
manejo en cuanto al uso de agentes antimicrobianos en cada
una de las fincas de donde provenian las cepas estudiadas, lo
que puede estar ejerciendo una presion selectiva favoreciendo
el desarrollo de la resistencia a antibibticos, lo cual es eviden-
ciado con un halo de inhibicién de menor tamafo [51]. La re-
duccién del diametro de la zona de inhibicién ha sido relacio-
nada con la presencia de plasmidos; en el estudio conducido
por Waage y col. [54], observaron que las cepas de S. aureus
que presentaban un plasmido de 4,3 kb tenian un diametro de
inhibicion a tetraciclina menor en comparaciéon con los aisla-
mientos donde el plasmido de 4,3 kb estaba ausente.

En la TABLA IV se muestran los diferentes patrones de
resistencia (PR) obtenidos con su composicién y frecuencia,
estos PR fueron elaborados en funcion de la resistencia que
mostraban las cepas de S. aureus a cada uno de los antibi6ti-
cos. En las 24 cepas de S. aureus que presentaron resistencia
se obtuvo 10 PR distintos. Se puede notar que la resistencia a
un solo antibiético se observé en el 25,9% (21/81) de las ce-
pas y éstas se caracterizaron por presentar 7 PR diferentes.

Al tomar en cuenta la definicion de multiresistencia anti-
bidtica como la falta de susceptibilidad a 2 o mas agentes anti-
microbianos pertenecientes a diferentes familias o grupos [47],
ésta se present6 en 3 cepas (3,6%), cada una con un PR dife-
rente (PR 8, PR 9 y PR 10). Esta caracteristica es frecuente-
mente encontrada en cepas de origen humano, mientras que,
en medicina veterinaria se reporta ocasionalmente, razén por la
cual en medicina humana, la multiresistencia se determina
cuando se detecta resistencia a 4 0 mas grupos de antibidticos.

En los ultimos afos, la resistencia multiple a los agentes
antimicrobianos ha sido reportada en cepas de S. aureus ais-
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TABLA il
COMPARACION DE LOS DIAMETROS DE LAS ZONAS DE INHIBICION DEL METODO DE DIFUSION DEL DISCO
ENTRE LAS CEPAS DE S. aureus AISLADAS EN LAS FINCAS ESTUDIADAS/ COMPARISON OF ZONE DIAMETERS
FROM DISK DIFFUSION TEST BETWEEN S. aureus ISOLATED IN STUDIED DAIRY FARMS

Antibitticos Punto Finca A Finca B Finca C
de corte (n=50) (n=27) (n=4)
Media Rango Media Rango Media Rango
(mm) (mm) (mm) (mm)
Cefoxitina <21 33,62° 26 -40 33,89° 28 -40 38,507 35-48
Ciprofloxacina <15 27,26° 20-33 32,85° 26 -39 32,75° 28 -40
Clindamicina <14 29,66° 19 -43 33,042 25-40 34,507 30-39
Clorafenicol <12 27,88° 20-39 30,19° 25-37 34,50° 33-36
Eritromicina <13 28,18° 0-35 31,63% 26 — 36 34,257 30-37
Gentamicina <12 24,38° 20-30 28,33° 23-34 28,0° 20-38
Oxacilina <10 27,842 0-35 26,412 19-35 27,75% 23-33
Penicilina <28 43,662 34 -50 37,30° 0-50 35,00° 25-50
Rifampicina <16 32,767 0-40 35,377 28 -40 38,257 34 — 41
Tetraciclina < 14 30,90%° 20 - 40 34,59° 30-42 25,25° 0-35
Vancomicina <14 20,387 17 -29 21,672 18 — 26 21,507 20-22
Enrofloxacina <23 30,62° 21-38 30,75° 30-32 ND ND
Estreptomicina =11 18,18% 10-24 19,56° 0-23 14,75° 0-22
Trimetoprim-sulfametozaxol <10 31,76° 17 -37 36,67° 30 -45 39,25° 36 —45

medias con superindices diferentes en la misma fila difieren significativamente (P<0,05); ND= no determinado.

TABLA IV
PATRONES DE RESISTENCIA DE LAS 81 CEPAS DE S.
Aureus/ PATTERNS OF RESISTANCE OF 81 S. aureus STRAINS.

Patron

Resistencia (PR) Composicién N° (%)
PR 1 Cip 3(3,7)
PR 2 Cc 1(1,2)
PR3 E 1(1,2)
PR 4 Pe 10 (12,4)
PR 5 Enr 2 (2,5)
PR 6 S 3(3,7)
PR7 Rif 1(1,2)
PR 8 Te-S 1(1,2)
PR 9 E - Cip—Enr 1(1,2)
PR 10 E - Rif—Cc 1(1,2)

Cip= ciprofloxacina; Cc= clindamicina; E= eritromicina; Pe= penicilina;
Enr= enrofloxacina. S= estreptomicina; Rif= rifampicina; Te= tetraciclina.

ladas de leche de cuartos mamarios de vacas con mastitis con
resultados muy variables que oscilan entre 1y 74% [6, 21, 24,
36, 47]. El aislamiento de cepas multiresistentes es el reflejo
del uso indiscriminado no racional de antibiéticos, tanto en pro-
duccion animal como en salud humana, donde esta resistencia
puede estar codificada por genes a nivel de ADN extracromo-
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somal (plasmidos, transposones) que pueden ser transferibles,
actuando estas cepas como reservorios de genes de resisten-
cia. De manera que la contaminacién cruzada de los alimentos
por distintos biotipos de S. aureus durante la cadena de proce-
samiento de alimentos puede ser una via de transmision de
genes de resistencia [51].

En la TABLA V se presentan los resultados de la CIMgy y
CIMs, para las cepas de S. aureus aisladas en tres fincas del
estado Zulia. La CIMg, para penicilina fue baja (0,25 pg/ml), re-
sultado similar al reportado por De Oliveira y col. [13] en cepas
provenientes de Dinamarca, Suiza, e lIslandia. Los valores
descritos de CIMg, por otros autores para penicilina en S. au-
reus aislados de mastitis se encuentran en un rango de < 0,06
pg/mL a 4 ug/mL [4, 13, 19, 22, 31, 42].

Para oxacilina la CIMy, fue de 0,5 pg/mL el cual es simi-
lar al reportado en los trabajos realizados en Portugal, Argenti-
na y Dinamarca [13, 19, 31], pero es mas bajo que el obtenido
en Finlandia y otros paises europeos (1 - 2 ug/mL) [13, 35].

En el caso de eritromicina la CIMg fue de 0,5 pg/mL en
concordancia con el mas frecuente valor de CIMgg reportado
en la literatura [4, 10, 13, 22, 35], con algunas excepciones
como las encontradas en Argentina (0,75 pg/mL) [19], Irlanda,
Suiza y Estados Unidos (1 pg/mL) [13].

Aunque la vancomicina no es utilizada en medicina vete-
rinaria, fue probada en este estudio con la finalidad de monito-



Revista Cientifica, FCV-LUZ / Vol. XX, N° 4, 367 - 376, 2010

TABLA V
CONCENTRACION INHIBITORIA MIiNIMA DE 81 CEPAS
DE S. aureus AISLADAS EN LAS FINCAS ESTUDIADAS/
MINIMUM INHIBITORY CONCENTRATION OF 81 S. aureus STRAINS
ISOLATED IN STUDIED DAIRY FARMS

Antibiéticos  Punto Rango CIMs, CIMgy Resistencia
de corte %
(Mg/mL)
Penicilina <0,125 0,065-1 0,064 0,25 12,3
Oxacilina <2 0,125-4 0,25 0,5 0
Vancomicina <2 0,125-2 05 2 0
Eritromicina <05 0,25-8 0,5 0,5 3,5

rear el grado de susceptibilidad y resistencia, puesto que es un
medicamento de primera eleccioén frente a cepas de S. aureus
meticilina resistentes en humanos. Frente a este antibi6tico no
se ha reportado resistencia en cepas de S. aureus aislados de
mastitis bovina [38, 40]. La CIMgyo obtenida en el presente estu-
dio (2 pg/mL) fue mayor que la reportada por Ruiz y col. [40]
en Colombia (=< 0,5) y Anderson y col. [4] en Estados Unidos
de Norteamérica (1 pg/mL).

Susceptibilidad a los agentes antimicrobianos
en las cepas aisladas en leche de tanque

De las 7 cepas analizadas provenientes de la leche del
tanque de enfriamiento, 3 presentaron resistencia a por lo menos
un agente antimicrobiano, lo que representa el 42,8%. Son pocos
los estudios realizados sobre susceptibilidad a los agentes anti-

microbianos en cepas de S. aureus aisladas en muestras de le-
che de tanque, sin embargo, existen trabajos que mencionan ais-
lamiento de cepas resistentes del 19% y 72% [1, 30].

En la TABLA VI se presentan los resultados del método
de difusién del disco en agar. Un 28,6% de las cepas fueron
resistentes a penicilina y tetraciclina, mientras que un 14,3%
mostro resistencia a clindamicina. No se observo resistencia
para cefoxitina, ciprofloxacina, cloranfenicol, eritromicina, gen-
tamicina, oxacilina, rifampicina, vancomicina, estreptomicina, y
trimetoprim/sulfametoxazol. La CIMgyg para penicilina fue 0,25
pg/mL, 1 pyg/mL para oxacilina, 2 yg/mL en el caso de vanco-
micina y 0,5 pg/mL para eritromicina.

Peles y col. [34], en un estudio conducido en Hungria re-
portaron en cepas de S. aureus aisladas en leche de tanque
un 20% de resistencia para penicilina. En Italia, Normanno y
col. [30] obtuvieron el mayor porcentaje de resistencia frente a
ampicilina (55,8%). Por su parte, Sato y col. [44] en cepas de
S. aureus aisladas en leche de tanque en Wisconsin (EUA),
observaron resistencia frente a bacitracina, penicilina, estrep-
tomicina, sulfametoxazol y trimetoprim. Se presume general-
mente, que las cepas aisladas de S. aureus en leche de tan-
que son de origen bovino, sin embargo, es posible que la con-
taminacion de origen humano se produzca durante el ordefio.
Con fines epidemiologicos y ecologicos S. aureus se ha sepa-
rado en seis biotipos o ecovariedades (humano, humano  *,
aves, bovinos, ovino y huésped no especifico), la biotipifica-
cion se realiza en base a la deteccion de algunas propiedades

TABLA VI
SUSCEPTIBILIDAD IN VITRO DE 7 CEPAS DE S. aureus AISLADAS EN LECHE DE TANQUE/
IN VITRO SUSCEPTIBILITY OF 7 S. aureus STRAINS ISOLATED FROM BULK TANK MILK

CIM Difusion del disco
en agar
Antibioticos Punto de Corte Rango ClIMsq ClIMgq Resistencia %
(ug/mL) pg/mL pg/mL pg/mL
Penicilina < 0,125 0,065 - 1 0,064 0,25 28,6
Oxacilina =2 0,125-4 0,125 1 0
Vancomicina =2 0,125-2 1 2 0
Eritromicina <05 0,25-8 0,5 0,5 0
Cefoxitina - - - - 0
Ciprofloxacina - - - - 0
Clindamicina - - - - 14,3
Cloranfenicol - - - - 0
Gentamicina - - - - 0
Rifampicina - - - - 0
Tetraciclina - - - - 28,6
Estreptomicina - - - - 0
Trimetoprim-sulfametozaxol - - - - 0

- = no determinado.
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en la cepa, tales como; estafiloquinasa, coagulacion de plas-
ma humano y/o bovino, actividad de hemolisina frente a dife-
rentes tipos de eritrocitos y habilidad para crecer en agar cris-
tal-violeta [30].

En el estudio conducido por Normanno y col. [30], la ma-
yoria de las cepas de S. aureus investigadas resultaron biotipo
humano y estas cepas se caracterizaron por presentar resis-
tencia a diversos antimicrobianos. En los paises como Vene-
zuela, donde existe una alta preferencia por parte de la pobla-
cion a consumir quesos frescos elaborados a partir de leche
cruda, es preocupante el aislamiento de cepas resistentes a
antibioticos en la leche de tanque, por la posible creaciéon de
reservorios bacterianos resistentes que podrian ser transmiti-
das al humano a través de la ingestion de productos lacteos
elaborados a partir de leche cruda, lo cual es factible puesto
que muchos genes de resistencia a antibiéticos estan localiza-
dos en elementos genéticos moéviles que pueden transferir
esos genes de resistencia a otras bacterias de la misma o dife-
rente especie o género [51].

CONCLUSIONES

Se concluye que los aislamientos de S. aureus prove-
nientes de leche de cuartos mamarios con mastitis subclinica
fueron mas susceptibilidad a todos los agentes antimicrobia-
nos (70%) en comparacién con las cepas procedentes de la le-
che de tanque (57%), siendo la resistencia a penicilina el ma-
yor fenotipo de resistencia observado, tanto en los aislamien-
tos de cuartos mamarios como en los de tanque. Los resulta-
dos muestran riesgo latente por parte de la poblaciéon de con-
sumir productos lacteos elaborados a partir de leche cruda, los
cuales pueden contener bacterias resistentes a antibidticos y
ser transmitidas al humano durante su consumo.
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