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RESUMEN

La investigacion se realiz6 en vacunos de Puno, con el objetivo de aislar e
identificar cepas de Staphylococcus spp y Streptococcus spp del tracto
respiratorio alto en vacunos, y determinar el grado de sensibilidad frente a la
penicilina, tetraciclina, eritromicina, enrofloxacina, estreptomicina y ceftiofur. Las
muestras fueron 20 hisopados de fosas nasales de vacunos sanos y enfermos
en el camal de la ciudad de Puno; el andlisis bacteriolégico se realizé en el
laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
de la UNA - Puno. Los datos fueron interpretados en frecuencias. Los resultados
fueron: En el tracto respiratorio de vacunos enfermos se encontré la asociacion
de Staphylococcus aureus -Streptococcus pyogenes en 5 animales que
representa el 50.0 %, en 2 animales se determinaron la asociacion
Streptococcus pyogenes - Staphylococcus saprophyticus que representa el 20.0
%, en 2 animales se aislo solo Staphylococcus aureus que representa el 20.0 %
y de un animal se aislo una cepa Streptococcus pyogenes que representa el 10.0
%. El 100 % de cepas aisladas del tracto respiratorio de los vacunos enfermos y
sanos fueron sensibles a enrofloxacina y ceftiofur, lo que indica, que estos
antibioticos pueden ser empleados en tratamientos de infecciones respiratorias
en vacunos. Asimismo, las cepas fueron sensibles en 48, 88, 76 y 64 % y
resistentes en 52, 8, 4 y 8 % a la penicilina, tetraciclina, eritromicina y

estreptomicina, respectivamente.

PALABRAS CLAVES: Antibi6ticos, Sensibilidad, Staphylococcus, Streptococcus
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ABSTRACT

The research was conducted in cattle of Puno, with the aim of isolating and
identifying strains of Staphylococcus spp and Streptococcus spp. Of the upper
respiratory tract in cattle, and determining the degree of sensitivity to penicillin,
tetracycline, erythromycin, enrofloxacin, streptomycin and ceftiofur. The samples
were 20 swabs of nasal fossae of healthy and diseased cattle in the
slaughterhouse of the city of Puno; The bacteriological analysis was carried out in
the Microbiology laboratory of the Faculty of Veterinary Medicine and
Zootechnics of the UNA - Puno. The data was interpreted in frequencies. The
results were: In the respiratory tract of diseased cattle was found the association
of Staphylococcus aureus -Streptococcus pyogenes in 5 animals representing
50.0%, in 2 animals were determined the association Streptococcus pyogenes -
Staphylococcus saprophyticus that represents 20.0%, in 2 animals were isolated
only Staphylococcus aureus representing 20.0% and from one animal a
Streptococcus pyogenes strain was isolated representing 10.0%. 100% of strains
isolated from the respiratory tract of diseased and healthy cattle were sensitive to
enrofloxacin and ceftiofur, which indicates that these antibiotics can be used in
treatments of respiratory infections in cattle. Likewise, the strains were sensitive
in 48, 88, 76 and 64% and resistant in 52, 8, 4 and 8% to penicillin, tetracycline,

erythromycin and streptomycin, respectively.

KEY WORDS: Antibiotics, Sensitivity, Staphylococcus, Streptococcus
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l. INTRODUCCION

La incertidumbre de conocer si un antibiético es correctamente utilizado en el
tratamiento de las enfermedades infecciosas, es un problema importante en la
practica veterinaria en nuestro medio, en razébn a que no se prescribe un
determinado antibiético con el apoyo de analisis de sensibilidad a estos
farmacos, por consiguiente hacemos uso inapropiado e indiscriminado de estos
antibidticos, contribuyendo de esta manera a incrementar o propiciar la
instauraciéon de mecanismos de resistencia por parte de las bacterias hacia los
farmacos empleados. Al respecto Dominguez et.al. (2010), manifiesta que las
alertas que se produjeron en las dos ultimas décadas en relacion con las
resistencias a antimicrobianos en ganaderia, han conducido al desarrollo de
diferentes medidas que han mejorado sustancialmente el uso de los
antimicrobianos en veterinaria. Estas medidas tienen que ver fundamentalmente
con la aplicacion de la nueva ley del medicamento, y promover alternativas al
empleo de antimicrobianos, especialmente las dirigidas a la prevencion de las
enfermedades bacterianas. Estas actuaciones deben complementarse con las
acciones formativas y de concientizacion de todos los agentes implicados
(veterinarios, ganaderos, industria farmacéutica, distribuidores de medicamentos

y grandes distribuidores de alimentos).

El uso de antibidticos en producciéon animal ha tenido histéricamente un
enfoque doble; por un lado, su empleo terapéutico y por el otro su empleo como
promotor del crecimiento. Sin embargo, el progresivo aumento en el uso de
antibidticos, tanto en medicina humana como en veterinaria y agricultura, fue
dando lugar a las bacterias resistentes y por lo tanto la utilidad clinica de alguno

de ellos comenzd a disminuir. Al respecto diversos Organismos nacionales e
12
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internacionales han elaborado informes al respecto, todos ellos coinciden en sus
conclusiones en tres recomendaciones principales; primero, es imprescindible
instaurar sistemas de vigilancia de resistencias en bacterias de origen humano y
animal, segundo, es indispensable disponer también de datos del consumo de
antibacterianos en produccién animal y tercero, hay que potenciar la difusién y la

aplicacién de los principios de uso prudente de antibiéticos (Ghizlane, 2006).

Gimeno Ortega (2005), manifiesta que, el problema de la resistencia se
hace extensible al mundo de la ganaderia, ya que también en Sanidad Animal se
estd detectando un importante incremento de microorganismos que presentan
resistencia a los antibiéticos y que por tanto poseen un riesgo afadido, el de la
transferencia de esa resistencia al hombre. Se ha detectado que la persistencia
en el medio ambiente de residuos de antibidticos o de microorganismos
saprofitos, son capaces de resistir a la mayoria de los antibiéticos como
consecuencia de un contacto permanente con ellos y que jugaran un papel clave
como transmisores de la resistencia a microorganismos patdgenos, en los que la

actividad de los antibi6ticos es un aspecto clave.

Las enfermedades infecciosas de los vacunos de la Cuenca de Lima Peru, entre
las mas comunes son: la neumonia 67.8%, trastornos digestivos 12.7% vy

lesiones musculo esquelético 6.6 % (Evaristo, 2013).

Estudios epidemiolégicos y econdmicos realizados en bovinos de engorde en
Estados Unidos y Canada, indican que la enfermedad respiratoria bovina es

causa

de 75% de morbilidad y 65% de mortalidad, ocasionando grandes pérdidas

econdémicas a los ganaderos, asimismo indica que de pulmones afectados
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identificaron a Pasteurella multocida y bacterias pidgenas, la predominancia de
estas especies en tejidos afectados se refleja similarmente cuando se recuperan
bacterias utilizando hisopos nasales. Esta correlacion entre aislamiento de tejido
recuperacion bacterial de hisopados, indica no solamente que la bacteria se
encuentra proliferando en las vias respiratorias altas, sino que ademas tiene una
gran capacidad de descender al tracto respiratorio bajo para comprometer
fatalmente las funciones respiratorias del hospedero (Zanabria, 2000). Por los
motivos antes indicados se planted los objetivos: Aislar e identificar cepas de
Staphylococcus spp y Streptococcus spp del tracto respiratorio de vacunos en
Puno y Determinar el grado de sensibilidad del Staphylococcus spp y
Streptococcus spp aislados en vacunos frente a la penicilina, tetraciclina,

eritromicina, enrofloxacina, estreptomicina y ceftiofur.
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Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. Resistencia alos antibidticos

La resistencia a la mayoria de los antibiéticos es como consecuencia de
un contacto permanente con ellos y que juegan un papel clave como
transmisores de la resistencia a microorganismos patégenos. Esta situacion ha
llevado a que la resistencia a antibiéticos pase a ser uno de los desafios
importantes a los que se enfrenta la salud publica veterinaria actual (que
englobaria elementos de sanidad animal, salud publica o de ecologia). En lo que
respecta al punto de vista veterinario, hay que considerar que en general la
resistencia a antibiéticos es la consecuencia de la produccién animal bien por la
necesidad de instaurar tratamientos desde el punto de vista sanitario cuando
aparece una enfermedad o bien desde la perspectiva de rentabilizar esa
produccion, caso del uso de antibidticos como promotores de crecimiento en
algunas especies. El efecto final de la resistencia a antibitticos es por un lado la
“aparicion de cepas bacterianas multiresistentes a antibioticos” y por otro lado la
“presencia de residuos” y contaminantes (restos de antibiéticos) en subproductos
de origen animal destinados a consumo humano y el consiguiente riesgo de su
transmision en esa cadena alimenticia y al propio medio ambiente (Gimeno y

Ortega, 2005).

2.2. Antibi6ticos

La actividad de un farmaco anti infeccioso estd definida por su espectro
antibacteriano, es decir, el conjunto de agentes patdgenos que son afectados
por las concentraciones del antibiético que se pueden alcanzar en el paciente,

sin causar toxicidad. En el momento actual, la inmensa mayoria de los
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antibidticos actian sobre varias bacterias y a su vez, numerosas bacterias son
afectadas por varios antibiéticos. Esto obliga a tener que efectuar una eleccion

para el mejor beneficio del paciente (Flérez et al.,1997).

2.2.1. Penicilina

Antibiético muy eficaz y de casi nula toxicidad, descubierto por Alexander
Fleming en 1928, 10 afios después la purificacion hecha por Florey, Chain y
Abraham en Oxford permitié disponer de la penicilina en la aplicacion clinica,
aunque esta sustancia inicialmente se obtuvo del cultivo de Penicillium notatum
en superficie, en la actualidad los cultivos en tanques de Penicillium
chrysogenum irradiado hacen de la extraccién de la penicilina un proceso facil y
productivo. De las penicilinas que se obtienen; F, G, K, O, X, etc. La Unica que
resultd clinicamente Util es la bencilpenicilina o penicilina G (Sumamo y Ocampo
2006). A ella se asociaron la procaina y la benzatina para prolongar su presencia
en el organismo, obteniéndose las respectivas suspensiones; bencilpenicilina
procainica y bencilpenicilina benzatinica, que sélo se pueden administrar por via

intramuscular (Florez et al., 1997)

El grupo de los B-lactamicos, es conocido por su escasa toxicidad y alta
eficacia, pero con las limitaciones la inestabilidad frente al pH gastrico, falta de
actividad frente a bacterias Gram negativas e inactivacion por la - lactamasa
producida por las bacterias, llevaron al descubrimiento de derivados
semisintéticos del antibidtico original basado en esa porcion. El desarrollo ulterior
de las cefalosporinas, con mayor actividad y resistencia que las penicilinas, asi

como los carbapenémicos y monobactamicos (Botana et al., 2002).

Las penicilinas son bactericidas y actuan por inhibicion de la sintesis de

16
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mucopeptidos en la pared celular, lo que da lugar a una barrera defectuosa y un
esferoplasto osmaéticamente inestable, estos antibidticos se unen dentro de la
membrana citoplasmatica a varias enzimas como la carboxipeptidasas,
transpeptidasas, endopeptidasas, involucradas en la sintesis de la pared celular.
Para reducir la inactivacion de las penicilinas por parte de las B-lactamasas, se
han desarrollado el clavulanato de potasio y el sulbactam, que inactivan estas
enzimas y extienden el espectro de las penicilinas siendo efectivas contra;
Escherichia coli, Pasteurella spp. Staphylococcus spp, Klebsiella y Proteus. Las
penicilinas suelen ser ampliamente distribuidas a través de todo el cuerpo, la
mayoria de ellas alcanza niveles terapéuticos, en los rifiones, higado, corazon,
piel, pulmones, intestinos, bilis, hueso, préstata, y liquidos; peritoneal, pleural y
sinovial. La mayoria de las penicilinas se excretan con rapidez y sin cambios, a
través de los rifiones en la orina por medio de filtracion glomerular y secrecion

tubular (Plumb & Pharm, 2010).

Una unidad internacional (Ul), es la actividad de la penicilina incluida en
0.6 pg de sal sddica, y por lo tanto, 1 mg de dicha sal contendra 1 667 Ul de
penicilina. Un mg de sal potasica contiene 1 595 Ul. Un mg de la sal procainica

tiene una equivalencia de 1 000 Ul (Sumamo & Ocampo, 2006).

2.2.2. Tetraciclina

Descubierta en 1940, obtenida a partir de varias especies de
Streptomyces, son considerados de amplio espectro, ya que son efectivas contra
bacterias Gram negativas, tanto aerobias como anaerobias, asi como Gram

positivas, e incluso

contra algunos protozoos. Como en muchos casos, el incremento de las
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resistencias en los patdgenos mas comunes, agravado por la utilizacion de estos
antibiéticos como promotores de crecimiento, ha limitado su uso terapéutico en
los ultimos afos. Actualmente suelen utilizarse como antibioticos de primera
eleccién preferentemente en rumiantes y ganado porcino, aunque también tienen
implicaciones en diversos animales de compafia, para el tratamiento de
infecciones causadas sobre todo por bacterias atipicas como riquettsias,

chlamideas, micobacterias y micoplasmas (Botana et al., 2002).

Las tetraciclinas por lo general actan como bacteriostaticos, inhiben la
sintesis de proteina al unirse en forma reversible a las subunidades ribosomales
30S, previniendo de esta forma la unibn a esos ribosomas de la aminoacil
ARNtransferencia, ademas alteran la permeabilidad de la membrana
citoplasmatica de los microorganismos susceptibles. La oxitetraciclina y las
tetraciclinas comparten casi idénticos espectros de actividad y patrones de
resistencia cruzada, y por lo general, un disco de tatraciclina es usado para la
evaluacion in vitro, de la susceptibilidad de la oxitetraciclina. Tanto la
oxitetraciclina como la tetraciclina se absorben con facilidad después de la
administracion oral en animales, en ayunas, la biodisponibilidad es del 60 a 80%.
Después de la administraciéon IM la tetraciclina es errdtica y escasamente
absorbida, y los niveles séricos suelen ser mas bajo que los alcanzados con la
administracion oral. Son ampliamente distribuidos al corazoén, rifiones, pulmones,
musculos, liquido pleural, secreciones bronquiales, esputo, bilis, saliva, orina,
liguido sinovial, liquido asciticos y los humores vitreo y acuoso. Tanto la
oxiteraciclina como la tetraciclina, se eliminan sin modificarse, principalmente por
filtracion glomerular, estas drogas parecen ser no metabolizadas, pero se

excretan hacia el tracto gastrointestinal por via biliar y no biliar y pueden
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inactivarse posterior a la quelacién con materiales fecales (Plumb y Pharm,

2010).

2.2.3. Eritromicina

La eritromicina es un agente bacteriostatico, pero en altas
concentraciones y en algunos microorganismos susceptibles puede tener accion
bactericida, se cree que la eritromicina y la tilocina actian uniéndose a la sub-
unidad ribosonal 50S, de las bacterias susceptibles inhibiendo asi la formacién
de péptidos. Este antibidtico tiene actividad in vitro contra estafilococos y
estreptococos, asi como Bacillus anthrasis, Corinebacterium, Clostridium spp,
Listeria, Erysipilothrix y algunos bacilos Gram negativos como Haemophylus,
Pasteurella y Brucella. La eritromicina se absorbe después de la administracion
oral en la porcidon proximal del intestino delgado, después de la inyeccién IM
(intra muscular) o SC (sub cuténea), en los bovinos la absorcién es muy lenta, la
biodisponibilidad es de solo 40% después de la inyeccion subcutanea y 65%

después de la intra muscular (Plumb y Pharm, 2010).

Pertenece al grupo de los macrélidos, también producidos por diversas especies
de Streptomyces, que comparten una estructura quimica caracteristica. La
eritromicina y algunos otros antibidticos relacionados contienen un anillo de

lactona macrociclica, formado por 14 4tomos de carbono (Botana et al. 2002)

2.2.4. Enrofloxacina

Agente bactericida, dependiendo de la concentracion alcanzada y la

muerte

de las bacterias susceptible ocurre dentro de los 20 a 30 minutos, Tiene un
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efecto post antibidtico tanto en bacterias Gram positivas como Gram negativas y
es activa tanto en la fase estacionaria como en la de crecimiento. Su mecanismo
de accion es por la inhibicion del ADN girasa bacteriana, (unas topoisomerasa
tipo 1) que impide asi el enrollamiento y la sintesis de la cadena de ADN. Las
fluoroquinolonas tienen actividad variable contra la mayoria de los Streptococcus
y actividad débil contra bacterias anaerobias. La enrofloxacina se absorbe bien
después de la administracién oral en la mayoria de las especies. Se informa que
el 50% de la concentracibn maxima se logra 15 minutos después de la
administracion y los niveles méaximos se logran luego de 1 hora. La eliminacion
es tanto por la via renal como por mecanismos no renales, entre 15 y 50% de la

droga se excreta sin cambios por la orina (Plumb & Pharm, 2010).

2.2.5. Estreptomicina.

Pertenece al grupo de los aminoglucésidos, utilizadas para tratar
infecciones debidas a bacterias Gram negativas aerobias. Dentro del grupo de
antibidticos que actla inhibiendo la sintesis de proteinas, son los Unicos
claramente bactericidas en concentraciones terapéuticas. Su estructura presenta
un nucleo hexosa, generalmente en posicion central, al que se unen mediante
enlaces glucosidicos, dos 0 mas azucares, la hexosa o aminociclitol es una
estreptidina en la estreptomicina 0 una 2-desoxi-estreptamina en los demas
miembros, por tanto, todos los miembros del grupo se llaman aminoglucésidos.
La inhibicién de la sintesis de proteinas se basa en la unién, mucho mas fuerte a
la subunidad 30S del ribosoma bacteriano. Todos los aminoglucésidos son mas
activos a pH alcalino, por tanto, son ineficaces en infecciones urinarias ni en
presencia de pus, debido a su pH acido. Todos los aminoglucésidos tienen

efecto sinérgico con los antibibticos beta-lactamicos y otros antibioticos como los
20
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macrolidos, ya que estos incrementan la tasa de incorporacion de los
aminoglucdsidos, por las células bacterianas, aunque la administracion conjunta,
con las cefalosporinas puede producir un incremento en la nefrotixicidad (Botana

et al. 2002).

2.2.6. Ceftiofur.

En bovinos el ceftiofur estd aprobado para el tratamiento de enfermedades
respiratorias, neumonia, fiebre del transporte asociadas con Mannheimia
ahemolitica, Salmonella cholerasuis, Histophylus sommei. En casos de mastitis
asociados con Staphylococcus aureus, Streptococcus dysgalactiae, vy
Streptococcus ubeis. El ceftiofur es una cefalosporina de tercera generacion,
activa contra bacterias Gram positivas y Gram negativas, inhibe la sintesis de la
pared bacteriana en estadio tres. En bovinos y porcinos el ceftiofur es
rapidamente metabolizado a desfuroilceftiofur, tiene practicamente parametros
farmacocinéticos similares. Los niveles maximos son cercanos 7 ug/L, posterior
a la inyeccion IM, la vida media de eliminacion es de 8 a 12 horas.

Estructuralmente es similar a la cefotaxima (Plumb & Pharm, 2010).

2.3. Bacterias

2.3.1. Género Staphylococcus

Se clasifica tradicionalmente en la familia Micrococcaceae. Recientemente

en la 2da. Edicion de Bergey's Manual of Systematic Bacteriology, el género

Staphylococcus se ha incluido en la seccion XXIl (bacilos y lactobacilos) del
volumen 3, dentro de la familia Staphylococcaceae, los estafilococos son cocos

Gram positivos de 0,5 a 1,5 um de diametro, que se presentan sueltos, en
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parejas, en pequefias cadenas y mas caracteristicamente en grupos irregulares
en forma de racimo. Son anaerobios facultativos, catalasa positivos,
generalmente oxidasa negativos, no esporulados, inmdviles no tienen cipsula o
tienen una limitada formacién capsular. Se reconocen 32 especies y varias
subespecies, de las cuales, segun produzcan o no la enzima coagulasa, se
dividen en dos grupos; Estafilococos coagulasa positivos (ECP) con poder
patdégeno, y los Estafilococos coagulasa negativos (ECN). En el grupo de los
ECP se incluyen S. aureus, S. intermedius, S. hyicus, S. delphini y S. schleiferi
sub grupo coagulans, ampliamente difundidos en la naturaleza, habitat natural es
la piel y las membranas mucosas de los mamiferos y las aves, también pueden

encontrarse en forma transitoria en el tracto gastrointestinal (Vadillo et al., 2003).

Para la identificacibn, se pueden utilizar pruebas bioquimicas
relativamente sencillas como las reacciones positivas para la coagulasa, proteina
A, nucleasa termoestable y fermentacion de manitol, para diferenciar S. aureus
de otros estafilococos. La identificacion de los estafilococos coagulasa negativos
resulta mas complicada y exige el uso de sistemas comerciales disefiados para
ello. No se pueden emplear estos métodos para identificar de forma directa los
estafilococos presentes en muestras clinicas o detectadas en un hemocultivo. Se
pueden utilizar los patrones de sensibilidad antimicrobiana (antibiogramas), los
patrones bioquimicos (biotipaje o caracterizacién bioquimica), la sensibilidad a
los bacteriéfagos (fagotipaje) y el andlisis de acidos nucleicos con el propdsito de
caracterizar a las especies aisladas con fines epidemiologicos. Los
antibiogramas y los biotipos se llevan a cabo en la mayor parte de los

laboratorios para la identificacion habitual de una cepa (Murray et al. 2007).
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2.3.2. Antibiograma para Staphylococcus spp

El Instituto Nacional de Salud (INS NT, 2002) recomienda el
procedimiento para realizar antibiograma para el Género Staphylococcus

indicando lo siguiente:

Medio de cultivo, agar Mueller-Hinton

- Ind6culo, suspensidon directa de la colonia en caldo Mueller-Hinton o
solucion salina al 0.9 % a partir de un cultivo en agar no selectivo de 18—
24 h de incubacion, ajustar la turbidez equivalente al estandar 0,5 de la
escala de Mc. Farland.

- Incubacién, 35°C.

- Lectura, alas 16-18 h a las 24 h para el disco de oxacilina

2.3.3. Género Streptococcus

En cuanto a la clasificacion, en los ultimos afios ha sufrido continuas
modificaciones, en la segunda edicion del Bergey's Manual of Systematic
Bacteriology, el Género Streptococcus se ha incluido en la Seccion XXII (bacilos
y lactobacilos) del volumen 3, dentro de la familia Streptococcaceae son células
esférica u ovoides, con un diametro de 0,5 a 2 um de diametro, que se dividen
en un plano y pueden quedar adheridas y formar parejas o bien cadenas largas
cuando crecen en medios de cultivo liquidos, a excepcion de algunas especies,
son generalmente inmoviles no capsuladas, requieren de medios de cultivo
enriquecidos con sangre 0 suero, crecen mejor en condiciones de microaerofilia
(Vadillo et al., 2003) Para la identificacion, histéricamente se ha identificado a S.
pyogenes por su sensibilidad a bacitracina, con este método se coloca un disco

saturado con bacitracina en una placa inoculada con estreptococos del grupo Ay
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tras una noche de incubacién, se asignan al grupo A de estreptococos todas

aquellas cepas inhibidas por bacitracina. (Murray et al. 2007).

2.3.4. Antibiograma para Streptococcus spp

El Instituto Nacional de Salud (INS NT, 2002) recomienda el procedimiento

para realizar Antibiograma para el Género Streptococcus, indicando lo siguiente:

Medio de cultivo, agar Mueller-Hinton con 5% sangre de carnero, no
aplicar mas de 9 discos en las placas de 150 mm, ni mas de 5 en las
placas de 100 mm.

- Indculo, suspension directa de la colonia (a partir de una placa de agar
sangre de carnero incubada 16 — 18 horas), ajustar a la turbidez
equivalente al estandar 0,5 de la escala de Mc Farland.

- Incubacion, 35°C en atmdsfera de 5% de CO..

- Lectura, 20— 24 h.

2.4. Método disco difusiéon (Kirby Bauer)

El CLSI (2009), indica que las pruebas de difusion por disco que estan
basadas exclusivamente en la presencia o ausencia de un halo de inhibicién sin
tener en cuenta el didmetro del halo, no son validas para determinar la
sensibilidad a los antimicrobianos. Solo se obtendran resultados fiables con las
pruebas de difusién por disco basadas en una metodologia estandarizada y
diametros del halo de inhibicion correlacionados con las concentraciones
inhibitorias minimas (CIM) de cepas cuya sensibilidad o resistencia a diversos
agentes antimicrobianos se conoce. Asimismo, indica que, los discos deben
conservarse refrigeradas a una temperatura < 8° C o congelarlos a < -14° C

hasta el momento de usarlos.
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2.4.1. Preparacion del in6culo para las pruebas de difusion por disco

a) Turbidez estandar para la preparacién del in6culo

Para estandarizar la densidad del in6culo del antibiograma, debe usarse un
patron de turbidez de sulfato de bario equivalente al 0,5 de la escala de
McFarland, Agregando 0,5 mL de una solucién de BaCl, 0,048 M (BaCl,2H,0 al
1,175% P/V) a 99,5 mL de una solucion de H,SO,4 0,18 M (0,36 N) (1% V/V) en
constante movimiento para mantener la suspension. Verificar que la densidad de
la turbidez estandar es correcta midiendo la absorbancia en un
espectrofotometro con 1 cm de diametro del paso de la luz y cubetas en paralelo.
Para el patron 0,5 de McFarland la absorbancia a 625 nm debe ser de 0,08 a

0,13 (CLSI, 2009)

b) Preparacién del inoculo

El método de suspension directa de colonias es el mas adecuado para la
preparacion del inoculo. Este método puede usarse para la mayoria de los
microorganismos; es el método recomendado para las pruebas de
microorganismos fastidiosos. Preparar el in6culo haciendo un caldo directo o
suspension salina de las colonias aisladas, seleccionadas de una placa de agar
después de 18 a 24 horas de incubacion (debe utilizarse un medio no selectivo,
como el agar sangre). Ajustar la turbidez de la suspensién hasta que sea

equivalente al estandar 0,5 de la escala de McFarland. Para realizar este paso

con exactitud, se debe utilizar un equipo fotométrico o, si se realiza visualmente,
una luz adecuada para comparar el tubo del in6culo con el estandar 0,5 de

McFarland frente a una tarjeta de fondo blanco y lineas negras (CLSI, 2009).
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¢) Inoculacion de las placas

CLSI (2009) establece los siguientes pasos en el procedimiento:

1. Lo ideal es que dentro de los 15 minutos después de haber ajustado la
turbidez de la suspension del inéculo, se sumerja un hisopo de algodon estéril
en la suspension ajustada. Se debe rotar el hisopo varias veces y presionar
firmemente por las paredes internas del tubo, por encima del nivel del liquido.
Este procedimiento elimina el exceso de liquido del hisopo.

2. Inocular la superficie seca de una placa de agar Mueller-Hinton estriando con
el hisopo toda la superficie del agar estéril. Repetir este procedimiento
estriando dos veces mas el hisopo, rotando la placa aproximadamente 60°
cada vez para asegurar una distribucion homogénea del in6éculo. Como paso
final, se debe estriar el hisopo por el borde del agar.

3. La tapa puede dejarse entreabierta durante tres a cinco minutos, pero no mas
de 15 minutos, para permitir que el exceso de humedad de la superficie se
absorba antes de aplicar los discos impregnados con el antibidtico.

d) Dispensacion de los discos en las placas de agar inoculadas.

CLSI (2009) establece los siguientes pasos en el procedimiento:

1. Depositar la bateria predeterminada de los discos de antimicrobiano sobre la
superficie inoculada del agar. Cada disco debe presionarse para asegurar un
contacto completo con la superficie del agar. Los discos colocados
individualmente o con un dispensador deben distribuirse de manera
equidistante uno del otro con una separacion que no debe ser menor de 24
mm de centro a centro. Normalmente, no deben colocarse mas de 12 discos

en una placa de 150 mm ni mas de cinco en una placa de 100 mm. Sin
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embargo, con el fin de evitar la superposicion de halos, siempre es mejor
colocar los discos que se espera que den halos pequefios (por ejemplo,
gentamicina y vancomicina) al lado de los que dan halos mas grandes (como
los de cefalosporinas). También es importante prestar atencion a la
proximidad de los discos al borde de las placas, independientemente del
namero de discos colocados. Si los discos estan muy cerca del borde de las
placas, algunos antimicrobianos podrian dar halos que no sean totalmente
circulares. Debido a que algunos farmacos difunden casi instantaneamente,
el disco no debe cambiarse de lugar después de haber entrado en contacto
con la superficie del agar.

2. Invertir las placas y colocarlas en una incubadora a 35 + 2 °C (las
temperaturas de > 35°C pueden impedir la deteccién de estafilococos
resistentes a meticilina) antes de que transcurran 15 minutos de haberse
colocado los discos. Las placas no deben incubarse en una atmaésfera rica
en CO,, excepto en el caso de Haemophilus spp., N. gonorrhoeae, N.
meningitidis y estreptococos, ya que las normas de interpretacién se
desarrollaron en atmoésfera normal y el CO, altera significativamente el
tamafo de los halos de inhibicién de algunos agentes.

e) Lectura de las placas e interpretacion de los resultados.

CLSI (2009) establece los siguientes pasos en el procedimiento:

1. Las placas se examinan después de 16 a 18 horas de incubacion. Si la placa
se estri6 como corresponde y el in6culo estaba bien preparado, la placa
tendra un fondo confluente de crecimiento y los halos de inhibiciéon formados
seran uniformemente circulares. Si se observan colonias aisladas, significa

gue el in6culo estaba diluido y la prueba debe repetirse. Medir el diametro de
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los halos con inhibicibn completa (a simple vista), incluido el diametro del

disco. Medir los halos redondeando al milimetro entero mas cercano, usando

un calibrador o una regla que se coloca en la parte posterior de la placa de

Petri invertida. Sostener la placa Petri a pocos centimetros sobre un fondo

negro opaco e iluminar con luz reflejada, con las siguientes excepciones:

- Si se ha enriquecido el agar base con sangre (como se hace para los
estreptococos), se mediran los halos desde la superficie superior del agar
iluminado con luz reflejada y sin la tapa.

- Para la prueba de sensibilidad de aislados de Staphylococcus spp. a
oxacilina o de Enterococcus spp. a vancomicina, se requieren 24 horas de
incubacion antes de informar un resultado sensible; el resto de agentes
puede leerse e informarse tras 16 a 18 horas de incubacion. Cualquier
crecimiento visible dentro del halo es indicativo de resistencia a oxacilina
0 vancomicina.

2. El borde del halo de inhibicion es el area en la que, a simple vista, no se
observa un crecimiento claro y visible. Debe ignorarse el crecimiento leve de
pequefias colonias en el borde de los halos de inhibicion que solo pueden
detectarse con lente de aumento, sin embargo:

- Cuando crecen colonias diferenciadas dentro del halo de inhibicién, la
prueba debe repetirse a partir del cultivo o subcultivo puro. Si contindan
creciendo colonias diferenciadas dentro del halo de inhibicion, habra que
medir el halo interno donde no haya colonias.

- Las cepas de Proteus spp. pueden invadir el area de inhibicion alrededor
de algunos agentes antimicrobianos; en estos casos, debe ignorarse un

fino velo de crecimiento dentro de un halo en lo que era una zona
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evidente de inhibicion.
- Cuando se usa un medio enriguecido con sangre para las pruebas de
sensibilidad de los estreptococos, se debe prestar atencion para medir el

halo de inhibicion del crecimiento y no el halo de inhibicion del hemdlisis.

2.5. Categoria de interpretacion del antibiograma

CLSI (2009), establece una clasificacion basada en la respuesta in vitro
de un microorganismo a un agente antimicrobiano cuya concentracion
corresponde a la alcanzada en la sangre o los tejidos con las dosis recetadas

normalmente para ese agente, considerando las siguientes categorias:

- Sensible: categoria que implica que los aislados son inhibidos por las
concentraciones del agente antimicrobiano alcanzadas generalmente cuando
se administra la dosis recomendada para el lugar de la infeccion.

- Intermedia: esta categoria incluye aislados en los que la Concentracion
Inhibitoria Minima (CIM) del agente antimicrobiano que se acerca a las
concentraciones alcanzadas en la sangre y los tejidos, y para las que las
tasas de respuesta pueden ser inferiores a las de los aislados sensibles. La
categoria intermedia implica una eficacia clinica en localizaciones en las que
los farmacos se concentra fisiologicamente (por ejemplo, quinolonas y
betalactamicos en orina) o cuando pueden administrarse dosis del farmaco
superiores a las normales (por ejemplo, betalactamicos).

- Resistente: Esta categoria implica que los aislados no son inhibidos por las
concentraciones de antimicrobiano alcanzadas generalmente con una pauta
posologica normal o que los diametros del halo de inhibicion, caen dentro del

intervalo en el que es probable que haya mecanismos especificos de
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resistencia.

- No sensible: Esta categoria de interpretacion puede aplicarse a los nuevos
agentes antimicrobianos para los cuales no se ha encontrado aislados
resistentes al momento de determinar los criterios iniciales de interpretacion.
Los aislados que den una CIM por encima del punto de corte de la
interpretacién sensible se designan no-sensibles.

2.6. Seleccion de los antibidticos

En general, debera incluir sélo un representante de cada grupo de drogas
relacionadas con actividad casi idéntica y para las cuales la interpretacion podria
ser la misma. Frente a estafilococos se debera ensayar penicilina G y realizar la
deteccion de R-lactamasas. También se debe ensayar una penicilina resistente a
las penicilinasas. Generalmente se prefiere oxacilina a la meticilina o nafcilina
por su mayor estabilidad durante el almacenamiento, porque es mas apropiada
para detectar esta resistencia. Para estreptococos se recomienda probar
penicilina o ampicilina. Ensayar antibidticos alternativos como cefalosporinas,
eritromicina, clindamicina o tetraciclina, puede ser util en el tratamiento de
animales alérgicos a penicilina. Los Macrolidos son antibidticos estructuralmente
relacionados, que inhiben la sintesis proteica a nivel ribosomal, la eritromicina,
claritromicina, azitromicina, tilosina, y tilmicosina pertenecen a este grupo de

antibidticos. Sélo deben ensayarse eritomicina y tilmicosina (Malbran, 2001).

2.7. Enfermedad respiratoria bovina

La enfermedad respiratoria bovina (ERB) tiene una etiologia multifactorial y
se desarrolla como consecuencia de interacciones complejas entre los factores

del medio ambiente y del entorno, factores del hospedador y patdégenos. Los
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factores del entorno (por ejemplo, el destete, el transporte, la mezcla, el
hacinamiento y la ventilacion inadecuada) actlan como estresantes que afectan
adversamente, los mecanismos de defensa, inmunitarios y no inmunitarios del
hospedador. Los micoplasmas y los agentes bacterianos incluyen Pasteurella
multocida, Mannheimia haemolytica y Mycoplasma bovis, todos ellos
representan la mayor parte de los organismos patdégenos aislados (Kahn & Line

2007).

La caracteristica principal de la bronconeumonia en bovinos, es que la
inflamacién se inicia en la unién bronquioloalveolar. Esto se correlaciona con una
via de entrada aerdgena de los agentes infecciosos que por lo coman afecta las
regiones craneoventral pulmonares; tiene una apariencia macroscopica de
parches. Los agentes que se asocian con este tipo de neumonias son
Pasteurella multocida, Corynebacterium sp, Streptococcus sp, Staphylococcus

spp, etc. (Trigo, 2011)

2.8. Antecedentes de lainvestigacion.

El Staphylococcus aureus estan ampliamente difundidos en la naturaleza,

Su

habitat natural es la piel y las membranas mucosas de los mamiferos y las aves.
También pueden encontrarse de forma transitoria en el tracto intestinal. La
presentacion de varias especies de Staphylococcus Coagulasa Negativos (ECN)
descritas en los Ultimos afios tienen una difusion mucho mas amplia y se
presentan en los ungulados. Los Streptococcus cuyo habitat es similar al de los
Staphylococcus. El Streptococcus pyogenes su habitat es la cavidad oral y el

tracto respiratorio superior de los seres humanos y los animales, comiunmente
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asociado a septicemia faringitis, lesiones de la piel, glomerulonefritis, y fiebre
reumatica. Los individuos sanos pueden ser portadores del microorganismo y

representar fuentes de infeccién (Vadillo, Piris, & Mateos, 2003).

Li-Elias y Alvarado (2006), en su investigacion sobre la “Efectividad y
tolerancia de la oxitetraciclina al 30% L.A. en el tratamiento de neumonias
bacterianas de bovinos de engorde en crianza intensiva, en el departamento de
Lima — Lurin”, en 20 bovinos afectados de neumonias, demostrandose una alta
eficacia de Duramycin 300 LA, en el tratamiento de estas neumonias. Para este
fin prepararon discos de sensibilidad para los antibiogramas, a partir de
productos en su presentacion comercial, comparativamente se usaron otros
discos de sensibilidad. Para evaluar la sensibilidad bacteriana se hizo de
acuerdo al método Kirby Bauer, de acuerdo a las pautas recomendadas por el
National Commitee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 1999). Asimismo,
en los resultados de las pruebas de sensibilidad, cepas aisladas como
Manheimia, Streptococcus, Pasteurella, Actinomyces resultaron resistentes a

penicilina, Tilosina y Ceftiofur.

Haytara (2006), en su trabajo de investigacion “Evaluacion de la eficacia de
agentes antimicrobianos para el tratamiento de mastitis bovina en el Distrito de
Umachiri — Puno, determiné que en los tres grados de mastitis subclinica aislo;
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Micrococcus sp, Streptococcus sp,
Staphylococcus epidermidis, Enterococcus sp, Streptococcus pneumoniae, Yy
Corynebacterium sp, en cuya prueba de sensibilidad a los antibioticos fueron
sensibles a meticilina, eritromicina, cefalotina, penicilina y amikacina, teniendo
menos accion antibidtica la tetraciclina y ampicilina, asimismo las bacterias Gram

negativas fueron sensibles a la gentamicina, ampicilina, estreptomicina y
32
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amikacina, también la de menor accién antibiética fue la tetraciclina.

En una investigacién sobre la “Evaluacién comparativa de la efectividad
antibidtica del Tylo — Ccombisone (tilosina + gentamicina) y Proxifen 23 L.A.
(oxitetraciclina), contra cepas bacterianas causantes de enfermedad respiratoria
en bovinos. Lograron el aislamiento de 80 cepas bacterianas de los Géneros
Pasteurella (27), Streptococcus (27), Actinomyces (8), Klebsiella (7), Manhemia
(5), Staphylococcus (4), Pseudomona (3) y Hamophylus (1 cepa), todas ellas
fueron sometidas a la prueba de sensibilidad in vitro (Método Kirby Bauer).
Determindndose que 70 aislamientos (87.5 %) fueron sensibles a Tylo-
combisone, mientras que solo 41 de los aislamientos (51.25 %) fueron sensibles
a Proxifen 23 LA. Ademas 10 aislamientos (12.5 %) tuvieron sensibilidad
intermedia a Tylo-combisone, y ninguna de las cepas aisladas fue resistente a
este producto; en comparacion a la prueba con Proxifen 23 LA, que tuvo 7
aislamientos (8.75%) con sensibilidad intermedia y 32 aislamientos (40%) de

aislamientos resistentes. (Elias & Sanchez, 2007).

Kutchynskaya et al. (2010) determina la susceptibilidad a los agentes
antimicrobianos de S. aureus aisladas de leche de con mastitis subclinica y leche
de tanque en tres fincas del estado Zulia. 88 cepas fueron analizadas, de estos
aislamientos 81 fueron aislados de leche de cuartos mamarios y 7 de leche de
tanque. Al determinar la sensibilidad a antimicrobianos por el método de difusion
en disco, correspondientes a: vancomicina (Va), estreptomicina (S), eritromicina
(E), tetraciclina (Te), penicilina (Pe), ciprofloxacina (Cip), cloranfenicol (C),
enrofloxacina (Enr). La concentracion inhibitoria minima (CIM) se determind a
Pe, Va y E. Las cepas de S. aureus aisladas de leche de cuartos mamarios

fueron resistentes a Pe (12,3%), Enr (8,6%), Cip,y S en 4,9%, respectivamente,
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E (3,7%). Las cepas aisladas de tanque fueron resistentes a Pe y Te (28,6%).

El estudio se realizé en el Criadero PAUL SCHOCKEMOLE; en Alemania, en los
afios 2007, 2008, 2009. Se recopild una base de datos de los cultivos
endometriales, se organizd por niumero de cultivos, fecha de toma de muestras,
namero de yeguas, actividad reproductiva, positividad o negatividad de
crecimiento bacteriano en cultivos, diferenciacion bacteriana y antibiograma. Los
agentes patégenos aislados fueron Staphylococus aureus (22%), Streptococus
spp. (19.6%), Streptococus B-hemoliticum (11.6%) y Staphylococus coagulasa —
(9%). Se establecieron los siguientes valores de resistencia: Enrofloxacina
(6.5%), Sulfa- Trimetropin (10.5%), Ceftiofur Soédico (13.8%), Amoxicilina
(14.5%), Gentamicina (17.0%), Ampicilina (17.5%) y Penicilina (21.8%) (Acosta &

Alvarez, 2010)

El paso de bacterias resistentes de los animales al hombre es posible. En perros,
machos y hembras, de diferentes razas y edad, con infecciones bacterianas
variadas en el Brazil. Se realizaron cultivos y antibiograma. El porcentaje de
resistencia del grupo de los Streptococcus: tetraciclina 80%, eritromicina 72%,
enrofloxacino y levofloxacino 52%, ampicilina, azitromicina, ciprofloxacino,
norfloxacino, penicilina G y sulfa + trimetoprin 48%, amoxicilina + &cido
clavuldnico 4%, cefalexina 12%, cefalexina 12% florfenicol 24%, ceftiofur,
ceftriaxona y oxacilina 28%, cloranfenicol 32%. Porcentaje de resistencia del
grupo de los Staphylococcus spp: ampicilina 57,14%, sulfa + trimetoprin y
tetraciclina 52,38%, amicacina, amoxicilina + acido clavulanico, gentamicina,
levofloxacino, 4,76%; cefalexina, ceftiofur, ceftriaxona y cloranfenicol, 9,52%;
vancomicina 13,33%, norfloxacino 19,05%; ciprofloxacino, enrofloxacino y

oxacilina 23,81% y azitromicina 33,33% (Cruz, Paes, & Siqueira, 2012)
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ll. MATERIALES Y METODOS
3.1. LUGAR DE ESTUDIO

El trabajo de investigacion se realiz6 en la provincia y Region Puno, a
15°50'15” de latitud sur y 70°01'18” de longitud oeste; a 3827 m.s.n.m. El clima
es frio, seco con temperatura media de 8.8°C en los meses de junio, se distingue
dos épocas bien definidas; época secano (abril - noviembre) y la época de lluvias
de diciembre a marzo (INEI, 2011), el andlisis bacteriolégico se realiz6 en el
laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia

de la UNA - Puno.

3.2. MATERIAL EXPERIMENTAL

3.2.1. TAMANO DE MUESTRA

El tamafio de muestra se determiné mediante la siguiente ecuacion:

7?2 §?
n=—y

Donde:
n : tamafio de muestra
Z?> : Nivel de confianza estandarizadal.96 (95% de confiabilidad)
S? : Variancia de la variable en estudio
d®> : Precision o error maximo permisible 0.05

(1.96)2 0.23 2
= T =203

n =20 Animales.
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En el trabajo se evaluaron hisopados de 20 vacunos del camal particular de
Puno, cuyos animales pertenecen a criadores de los distritos de Acora, llave y
Pilcuyo, distribuidos de la siguiente forma: 10 vacunos clinicamente sanos y 10

vacunos con infeccion respiratoria.

3.2.2. Materiales y equipos

Equipos de laboratorio:

- Estufa de incubacion.

- Autoclave.

- Microscopio.

- Refrigeradora.

- Balanza.

- Asa de kolle.

- Mechero de Bunsen.

- Canastillas y gradillas.

- Tripode.

Regla Vernier

Materiales de vidrio

- Placas petri.

- Tubos de ensayo.
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- Probetas graduadas de 100 a 250 mL.
- Pipetas graduadas 1, 2, 5y 10 mL.
- Laminas Porta objetos.

Medios de cultivo para aislamiento e identificacion, antibiograma

Agar TSA

- Agar Manitol salado.

- Agar Mueller Hinton

- Discos de antibiéticos (Penicilina, tetraciclina, eritromicina,

enrofloxacina, streptomicina y ceftiofur)

- Medio Cary Blaird de transporte.

Material de tincion

- Bateria Tincién Gram (Solucién de cristal violeta, lugol, alcohol

acetona y safranina).

- Puente de coloracion.

- Lamina porta-objetos.

- Asa bacterioldgica.

- Aceite de inmersion.
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3.3. METODOLOGIA

3.3.1. Seleccién de los animales.

Los animales clinicamente sanos se consideraron como criterios de inclusion;
animales cuyas condiciones de carnes estén de regular para bueno, que no

presenten enfermedades del tracto intestinal o genitourinario.

Los animales enfermos, se seleccionaron animales que presenten signos
clinicos como lagrimeo, secrecion nasal, tos y que indiquen infeccion

respiratoria.

3.3.2. Procedimiento para aislamiento primario de los microorganismos

Género Staphylococcus

Para el aislamiento e identificacion de las especies del Staphylococcus se
procedié de acuerdo a las indicaciones dadas por Koneman et.al. (2008). Las
muestras de hisopados de fosas nasales, se cultivaron en agar manitol salado
medio de cultivo selectivo y diferencial, a partir del cual luego de la incubacién en
aerobiosis a 37°C por 24 horas, se selecciond colonias manitol positivas y
manitol negativas para un posterior repique en medios de cultivo manitol salado

fértiles.

Las caracteristicas culturales que se consideraron para este Género son;
Colonias pequefas, redondas, convexas de superficie lisa cuya coloracién fue
del blanco al amarillo, y que a la coloracion Gram demostraron ser cocos Gram

positivos dispuestos a manera de racimo de uvas.
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Genero Streptococcus

De acuerdo a las indicaciones dadas por Koneman et.al. (2008) hisopados
de fosas nasales se cultivaron en medio agar sangre con base Tripticasa Soy
Agar (TSA), incubados en microaerofilia a 37°C por 24 horas para después
seleccionar colonia de acuerdo al tipo de hemdlisis que presentaron y repique

correspondiente en agar sangre.

Las caracteristicas culturales para este Género, se consideraron colonias
pequefias, redondas, elevadas de superficie lisa, con una coloracién que va del
traslicido al blanquecino, que presenten hemolisis alfa, beta o gama y que a la
coloracion Gram demostraron ser cocos Gram positivos dispuestos en parejas o

en pequenas cadenas.

3.3.3. Identificacion de los microorganismos

La identificacibn de los microorganismos aislados de los Géneros
Staphylococcus y Streptococcus se realizd de acuerdo a la metodologia

empleada por, Aquiahuatl y Pérez (2004) métodos convencionales:

a) Prueba de Catalasa.- Consiste en afadir aproximadamente una gota, de
peréxido de hidrégeno a un cultivo y observar la presencia de burbujas,
catalasa positivo, para identificacibn de cocos Gram positivos y
diferenciacion de los Staphylococcus de los Streptococcus.

b) Prueba del manitol, Se realiz6 a través de la siembra en agar manitol
salado e incubado a 37°C luego de 24 horas de incubacion diferenciar
Staphylococcus aureus que presentd colonias de color amarillo, las

colonias que presentaron una coloracion blanca se corresponden a
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Staphylococcus saprophyticus o Staphylococcus epidemidis.
c) Pruebadela hemdlisis. Fue la determinacion de la actividad hemolitica
en agar sangre de carnero, para identificacion del Género Streptococcus.
3.3.4. Metodologia sensibilidad antimicrobiana

Para determinar el grado de sensibilidad de los microrganismos aislados se
procedié de acuerdo a las indicaciones dadas por el Instituto Nacional de Salud,

Normas Técnicas (INS NT, 2002):

a) Preparacion del in6culo
La preparacion de la siembra para la realizacion del antibiograma, se
efectud utilizando cepas puras, las cuales fueron cultivadas en agar a 37°C
durante 24 h, de cada cultivo se tomaron 5 colonias aproximadamente y se
suspendendieron en tubos con 5 mL de agua destilada estéril, hasta alcanzar
una turbidez equivalente a la del tubo 0.5 de la escala de McFarland, luego se

realizé dilucién de 1:100 para obtener la concentracion (106 ufc/mL).

b) Dispensacién de los discos de sensibilidad e incubacién.
Los discos de sensibilidad utilizados penicilina, tetraciclina, eritromicina, y
estreptomicina fueron de presentacion comercial y enrofloxacino, y ceftiofur
fueron elaborados en el laboratorio de acuerdo a Ords (2014) en razén a que no
se encuentran en el mercado. La dispensacién de los discos de sensibilidad se
procedié de acuerdo a las indicaciones dadas por el Instituto Nacional de Salud,

Normas Técnicas (INS NT, 2002):

1. Con la ayuda de un hisopo estéril se tomo el indculo de la dilucién preparada

40
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y se sembrd por estriaciones en placas de Agar Mueller Hinton.
2. Se dejo por 10 minutos antes de depositar los discos de sensibilidad.

3. Con pinzas esterilizadas, asegurandonos que entren en contacto con la
superficie del medio se dispensaron en el medio Mueller Hinton un total de 6
por placa que corresponden a penicilina, tetraciclina, eritromicina,

estreptomicina, enrofloxacino, y ceftiofur.

4. Los discos se situaron a menos de 15 mm del borde de la placa, y
distribuidos en forma que no se produzca superposicion de los halos de
inhibicion, dejandolos por 10 minutos mas antes de llevarlos a la

incubadora.
5. Seincubd las placas invertidas a 37°C en aerébiosis por 24 horas.

c) Lecturade los resultados.
Luego del periodo de incubacion (24 horas) se midié el diametro de la zona
inhibida con una regla Vernier, sobre el reverso de la placa donde se aprecia

mejor las zonas de inhibicién bacteriana.

d) Interpretacion.
La interpretacion de los resultados, se basan en la medicién de los halos de
inhibicién y las categorias establecidas por el CLSI (2014) son: Sensible (S),

Intermedia (I) o Resistente (R) al antibiético.

3.4. METODO ESTADISTICO

Los datos cuantitativos discretos (contadas) sobre las variables estudiadas
fueron procesadas e interpretadas en tablas de frecuencias, utilizando medidas

de tendencia central como promedios y porcentajes.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. AISLAMIENTO E IDENTIFICACION CEPAS DE Staphylococcus spp y

Streptococcus spp DEL TRACTO RESPIRATORIO DE VACUNOS.

Los resultados del aislamiento e identificacibn de cepas bacterianas de los
géneros Staphylococcus spp y Streptococcus spp en vias respiratorias altas de

los vacunos de la ciudad de Puno, se presenta en la tabla 1.

Tabla 1. Frecuencia de cepas bacterianas aisladas del tracto respiratorio de

vacunos de Puno

Condigion Cepa aislada Frecuencia Porcentaje
del animal
(%)
Staphylococcus aureus - 5 50.00
Enfermos Streptococcus pyogenes
10 vacunos Streptococcus pyogenes - 2 20.00
Staphylococcus saprophyticus
Staphylococcus aureus 2 20.00
Streptococcus pyogenes 1 10.00
Staphylococcus aureus 4 40.00
Sano Streptococcus pyogenes 2 20.00
10 vacunos | Streptococcus pyogenes - 1 10.00
Staphylococcus saprophyticus

En la tabla 1, se observa proporcion de cepas bacterianas aisladas a partir de
fosas nasales de vacunos donde, en el grupo de animales enfermos se aislaron
dos cepas tales como Staphylococcus aureus - Streptococcus pyogenes en
fosas nasales de 5 animales que representa el 50.0 %; en dos animales se
identificaron dos cepas como Streptococcus pyogenes - Staphylococcus
saprophyticus que representa el 20.0 % , una cepa se aislé en dos animales

como el Staphylococcus aureus que representa el 20.0 % y una sola cepa
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aislada, fue Streptococcus pyogenes que representa el 10.0 %. Sin embargo, en
el grupo de animales sanos se aislaron Staphylococcus aureus en 4 animales
que representa el 40.0 %, en 2 animales se identificO Streptococcus pyogenes
gue representa el 20.0 % y un animal mostré6 2 cepas como Streptococcus
pyogenes - Staphylococcus saprophyticus que representa el 10.0 %. Cabe
resaltar que, el grupo de vacunos enfermos el 100 % presentaron
microrganismos que corresponden a cocos Gram positivos, demostrando una
mayor frecuencia de aislamiento de estas especies bacterianas, comparado al
grupo de animales sanos con un 70%, lo cual se deberia a la respuesta inmune
del animal, registrando una mayor asociacion de bacterias patdgenas en
animales enfermos. Asimismo, en el proceso de seleccion de las colonias
desarrolladas, solo se consider6 aquellas colonias pequefias, redondas
convexas de coloracion que va del blanquecino al amarillento tal como indica

Koneman et.al. (2008)

Estas frecuencias de cepas encontradas en el presente estudio son
corroboradas por Vadillo et.al. (2003), quien manifiesta que Staphylococus
aureus, asi como los Staphylococcus Coagulasa Negativos (ECN) y el
Streptococcus pyogenes su habitat es la cavidad oral y el tracto respiratorio
superior de los seres humanos y los animales, cominmente asociado a
septicemia faringitis, lesiones de la piel, glomerulonefritis, y fiebre reumatica. Los
individuos sanos pueden ser portadores del microorganismo y representar
fuentes de infeccion. Asimismo, Haytara (2006) en su investigacion en vacunos
aislé Staphylococcus aureus y Streptococcus spp de secrecion lactea y por
altimo podemos citar a Trigo (2011), quien manifiesta que los agentes que se

asocian con casos de neumonias en vacunos son Pasteurella multocida,
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Corynebacterium spp, Streptococcus spp, Staphylococcus spp.

4.2. GRADO DE SENSIBILIDAD DE CEPAS AISLADAS DE Staphylococcus y

Streptococcus A LOS ANTIBIOTICOS.

4.2.1. GRADO DE SENSIBILIDAD DE CEPAS AISLADAS A LA PENICILINA

Los resultados de la variable estudiada in vitro de las cepas bacterianas aisladas
a partir de fosas nasales de vacunos de la ciudad de Puno, se presenta en la

tabla 2.

Tabla 2. Sensibilidad a la penicilina de cepas bacterianas aisladas en

vacunos de Puno

Condicion Cepa Aislada Frecuencia Sensibilidad a la penicilina
de salud p Cepas S % I % R %
hyl
iltlarlgug DEREEE 7 3 (12%| 0 | 0% | 4 | 16%
Enfermos | Staphylococcus
saprophyticus 2 2 | 8% | 0| 0% | 0| 0%
;t/roegpé?](ézccus 8 0| 0% | O | 0% | 8 |32%
Staphyl
auéri)uz OLOREHs 4 4 |16% | 0 | 0% | O | 0%
Sanos Staphylococcus
saprophyticus 3 3 12%| 0 | 0% | O | 0%
§;Legp;ﬂggccus 1 0| 0% | 0 | 0% | 1 | 4%
Totales 25 12 | 48% 13| 52%

La tabla 2, muestra la frecuencia de cepas bacterianas sensibles a la penicilina,
en donde se observa que, las tres cepas fueron sensibles al antibiético en 48.0%
y resistente en un 52%, ninguna cepa resulté ser intermedio. También se puede
apreciar que las cepas de Staphylococcus aureus aisladas en vacas enfermas
resultaron ser resistentes en un 16% asi como el Streptococcus pyogenes en un

32%, y solo una cepa de Streptococcus pyogenes aislada de vacas sanas
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resultd ser resistente con un 4%.

Estos resultados evidencian que, el antibiético no tendria efectividad en los
tratamientos de infecciones respiratorias en los vacunos de la presente
investigacion, situacién alarmante en la actualidad por que nuestros resultados
se encuentran por encima de lo que reporta Kutchynskaya et al. (2010) que en
casos de mastitis determind que las cepas de Staphylococcus aureus presento
una resistencia del 12.3%, seguido por Acosta & Alvarez (2010) quienes
determinaron un 21.8% de resistencia a la penicilina en cepas de
Staphylococcus spp y Streptococcus spp aisladas a partir de cultivos
endometriales en yeguas, por el contrario Haytara (2006) determiné que
Staphylococcus aureus aislado a partir de muestras leche mastitica bovina en el

distrito de Umachiri fue, sensible a la penicilina.

El incremento de los porcentajes de resistencia de Staphylococcus aureus y
Streptococcus pyogenes, se debe a que estas cepas bacterianas tienen la
capacidad de desarrollar mecanismos de resistencia que tienden a producir una
enzima denominada beta-lactamasa que bloqueard la actividad del anillo beta-
lactamico principio activo de la penicilina, de esta manera evita el dafio
producido por este compuesto a nivel de la pared bacteriana de las bacterias

Gram positivos tal como indica Koneman et.al. (2008)

4.2.2. GRADO DE SENSIBILIDAD DE CEPAS A LA TETRACICLINA

Los resultados de la variable estudiada en vitro de las cepas de vacunos de la

ciudad de Puno, se presenta en la tabla 3.
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Tabla 3. Sensibilidad a la tetraciclina de cepas bacterianas aisladas en

vacunos de Puno.

Condicion Cepa Aislada Frecuencia| Sensibilidad a la tetraciclina
de salud P Cepas S % I % | R %
hyl

Staphylococcus| 4 7 128% | 0 |0% | O | 0%

Enfermos | Staphylococcus
saprophyticus 2 2| 8% | 010%| 0| 0%
S omoa e 8 5 |20% | 1 |4% | 2 | 8%
Staphylococeus| 4 [16%| 0 [0% | O | 0%

Sanos | Staphylococcus
saprophyficus 3 3|12% | 0 |[0%| O | 0%
s;,fgp;ﬂgzccus 1 14% | 0 |0%| O | 0%
Totales 25 22188%| 1 (4%| 2 | 8%

En la tabla 3, muestran la frecuencia de cepas sensibles a la tetraciclina; en
donde, se observa que, las tres cepas fueron sensibles al antibidtico en 88.0 %,
4.0 % fueron intermedios y solo 2 cepas de Streptococcus pyogenes (2/25) fue
resistente, que representa el 8.0 %. Estos resultados evidencian que, el
antibidtico todavia se puede utilizar en los tratamientos de infecciones
respiratorias de los vacunos. Resultados que son corroborados por Li y Alvarado
(2006), en su investigacion sobre la “Efectividad y tolerancia de la oxitetraciclina
al 30% L.A. en el tratamiento de neumonias bacterianas de bovinos de engorde
en crianza intensiva, en el departamento de Lima — Lurin”, en 20 bovinos
afectados de neumonias, demostrandose una alta eficacia de la oxitetraciclina.
Por debajo de nuestros resultados Elias y Sanchez (2007) demostraron que solo
el 51.25% de los aislamientos de Staphylococcus y Streptococcus fueron

sensibles a la oxitetraciclina.
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4.2.3. GRADO SENSIBILIDAD DE CEPAS AISLADAS A LA ERITROMICINA

Los resultados de la variable estudiada in vitro de las cepas bacterianas aisladas
a partir de fosas nasales en vacunos de la ciudad de Puno, se presenta en la

tabla 4.

Tabla 4. Sensibilidad a la eritromicina de cepas bacterianas aisladas en

vacunos de Puno.

Condicién Cepa aislada Frecuencia| Sensibilidad a la eritromicina
de salud P Cepas S % I % R %
hyl
iﬂ?é’ui ococeus 7 4 |16% | 2 | 8% | 1 | 4%
Enfermos | Staphylococcus
saprophyticus 2 2 | 8% 0 | 0% 0 | 0%
s;fgp;ﬂzzccus 8 5 120% | 3 |12% | 0 | 0%
taphyl
gu";‘gué’ ococeus 4 4 |16%| 0 | 0% | 0 | 0%
Sanos | Staphylococcus
saprophyticus 3 3 112% | O 0% 0 0%
s;z)egpetﬂgcs’ccus 1 1]4% | 0| 0% | 0| 0%
Totales 25 19 76| 5 20 1 4

La tabla 4, muestra la frecuencia de cepas bacterianas sensibles a la eritromicina
en donde, se observa que, las tres cepas fueron sensibles a la eritromicina en
76.0 %, intermedios 20.0 % y la cepa Staphylococcus aureus (1/25) fue
resistente que representa el 4.0 %. Estos resultados evidencian que, el
antibidtico todavia se podria utilizar en los tratamientos de infecciones
respiratorias, el 20% de cepas intermedias a la eritromicina sugieren que estas

podrian generar mecanismos de resistencia.

El resultado del presente estudio se asemeja a lo reportado por Haytara (2006),
quien a partir de aislamientos de especies de los géneros Staphylococcus y

Streptococcus, estos fueron sensibles a la eritromicina.
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4.2.4. GRADO DE SENSIBILIDAD DE CEPAS AISLADAS DE VACUNOS A LA

ENROFLOXACINA

Los resultados de la variable estudiada in vitro de las cepas bacterianas aisladas
a partir de fosas nasales en vacunos de la ciudad de Puno, se presenta en la
tabla 5.

Tabla 5: Sensibilidad a la enrofloxacina de cepas bacterianas aisladas en

vacunos de Puno

Condicioén Cepa aislada Frecuencia| Sensibilidad ala enrofloxacina
de salud P cepas S % I % R %
iai‘ggg"ococcus 7 7 128% | 0] 0% | 0| 0%

Enfermos | Staphylococcus
saprophyticus 2 2 8% 0 | 0% 0 0%
ﬁ;fgp;ﬂgcs’ccus 8 813206 0| 0% | 0| 0%
iaiggzlococcus 4 4 16% | 0| 0% | 0| 0%

Sanos | Staphylococcus
saprophyticus 3 3 112% | 0 | 0% 0 0%
?;fgpéﬂgzccus 1 1 4% | 0] 0% | 0| 0%
Totales 25 25 [100% 0% 0%

En la tabla 5, se observa la frecuencia de cepas sensibles a la concentracion de
la enrofloxacina; en donde, se aprecia que, tanto del grupo enfermo y sano, las
tres cepas aisladas en el tracto respiratorio de vacunos, fueron sensibles al
antibiético; no observandose ninguna cepa que haga resistencia ni sea
intermedio, lo que indica que el empleo de este farmaco en los tratamientos de

infecciones respiratoria seria completamente eficaz.

El resultado del presente estudio es similar a lo encontrado por Kutchynskaya
et.al. (2010) determind la susceptibilidad del S.aureus aisladas de leche de con

mastitis subclinica y leche de tanque en tres fincas del estado Zulia determiné
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gque enrofloxacina era resistente en un 3.7%. Por el contrario, superior a nuestro
resultado se encuentra el reportado por Acosta y Alvarez (2010) quienes
determinaron un 6.5% de resistencia a la enrofloxacina en cepas de
Staphylococcus spp y Streptococcus spp aisladas a partir de cultivos
endometriales en yeguas en Alemania, esta diferencia probablemente se deba a
gue en Alemania tengan un tiempo mayor en el uso de este antibi6tico, que en
nuestra regibn que recién se viene empleando en el tratamiento de
enfermedades infecciosas. Superior a todos se encuentra los estudios en el
Brasil reportado por Cruz, Paes y Siqueira (2012) que determinaron un 23.81%
de resistencia al enrofloxacino en cepas de Sataphylococcus aislados en perros

con infecciones variadas.

4.2.5. GRADO DE SENSIBILIDAD DE CEPAS AISLADAS EN VACUNOS A LA

ESTREPTOMICNA

Los resultados de la variable estudiada in vitro de las cepas bacterianas aisladas

en vacunos de la ciudad de Puno, se presenta en la tabla 6.
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Tabla 6: Sensibilidad a la estreptomicina de cepas bacterianas aisladas en

vacunos de Puno

Condicién Cepa Aislada Frecuencia| Sensibilidad a la estreptomicina
de salud P Cepas S % | % R %
hyl
ia?guz ococes 7 4 116%| 3 | 12% | 0 | 0%
Staphylococcus
saprophyticus 2 2 8% 0 0% 0 | 0%
Streptococcus
Enfermos | pyogenes 8 2 | 8% | 4 |16% | 2 | 8%
gﬂ?ggg'ococcus 4 4 [16%| 0 | 0% | 0 | 0%
Staphylococcus
saprophyticus 3 3 |12% | 0 | 0% | O | 0%
Sanos S}t/roegpet!(r)]cécs)ccus 1 1| a% | o 0% o | 0%
Totales 25 16 | 64 7 28 2 8

En la tabla 6, se muestran las frecuencias de cepas bacterianas sensibles a la
eritromicina; en donde, se observa que, las tres cepas aisladas de fosas nasales
de vacunos, fueron sensibles al antibiético en 64.0 %, 28.0 % fueron intermedios
y la cepa Staphylococcus pyogenes (2/25) obtenida de vacunos enfermos fue
resistente que representa el 8.0 %. Estos resultados evidencian que, el
antibiético no tendria efectividad en los tratamientos de infecciones respiratorias
de los vacunos. Resultado que fue corroborado por Kutchynskaya et.al. (2010)
quienes determinaron la susceptibilidad a los agentes antimicrobianos del S.
aureus aislados de leche con mastitis subclinica obteniendo un 4.9% de
resistencia considerandolo ligeramente por debajo de nuestros resultados que

fue 8%.

4.2.6. GRADO DE SENSIBILIDAD DE CEPAS BACTERIANAS AL CEFTIOFUR

Los resultados de la variable estudiada in vitro de las cepas aisladas de fosas

nasales de vacunos en la ciudad de Puno, se presenta en la tabla 5.
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Tabla 7: Sensibilidad al ceftiofur de cepas bacterianas aisladas en vacunos

de Puno
Condicidén Cepa Aislada Frecuencia Sensibilidad al ceftiofur
de salud P Cepas S % I % | R %
hyl
:afgug ococeus 7 7 128% | 0 |0%| 0 | 0%
Staphylococcus
saprophyticus 2 2 | 8% 0 0% 0| 0%
Streptococcus
Enfermos |pyogenes 8 8 |32% 0 |0%| 0 | 0%
EE?QSZ'OCOCC“S 4 4 [16%| 0 [0%| O | 0%
Staphylococcus
saprophyticus 3 3 112% | 0 0% | O | 0%
Sanos ﬁ;'fgp;ﬂgcs’ccus 1 1]4% | 0 |ow| 0 0%
100
Totales 25 25 % 0 0

En la tabla 7, se evidencia la frecuencia de cepas sensibles al ceftiofur; en
donde, todas las cepas aisladas del tracto respiratorio de los vacunos enfermos y
de sanos fueron sensibles al farmaco; lo que nos indica, que se utilice este
antibiotico en los tratamientos de infecciones respiratoria, resultados que
contradicen a las investigaciones hechas por Li-Elias y Alvarado (2006) quienes
indican que Satreptococcus hace resistencia al ceftiofur, por tanto este
antibiotico no es indicado para el tratamiento de las neumonias de origen
bacteriano en vacunos de Lima. De la misma forma nuestros resultados, se
encuentra por debajo de Acosta y Alvarez (2010) quienes determinaron un
13.8% de resistencia al ceftiofur sédico, en cepas de Staphylococcus spp y
Streptococcus spp aisladas a partir de cultivos endometriales en yeguas en
Alemania. En el Brasil Cruz, Paes y Siqueira, (2012) también determinaron un
4.7% de resistencia al ceftiofur en cepas de Sataphylococcus aislados en perros

con infecciones variadas.
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V. CONCLUSIONES

Las cepas de microorganismos encontrados en el tracto respiratorio de los
vacunos enfermos la asociacion Staphylococcus aureus, Streptococcus
pyogenes en 5 animales que representa el 50.0 %; en 2 animales se identificaron
la asociacion Streptococcus pyogenes - Staphylococcus saprophyticus que
representa el 20.0 %, en 2 animales se aisldé solo Staphylococcus aureus que
representa el 20.0 % y de un animal se aislé una cepa Streptococcus pyogenes

que representa el 10.0 %.

El 100 % de cepas de Staphylococcus spp y Streptococcus spp aisladas del
tracto respiratorio de los vacunos enfermos y sanos fueron sensibles a
enrofloxacina y a ceftiofur. Asimismo, estas cepas bacterianas fueron sensibles
en 48, 88, 76 y 64 % Yy resistentes en 52, 8, 4 y 8 % frente a la penicilina,

tetraciclina, eritromicina y estreptomicina respectivamente.
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VI. RECOMENDACIONES

En los programas de tratamiento de infecciones respiratorias en vacunos, se
recomienda utilizar los farmacos enrofloxacina y ceftiofur, como tratamiento de

primera eleccion luego de la utilizacion de la tetraciclina.

Los antibidticos tetraciclina y eritromicina para el tratamiento de infecciones
respiratorias se utilicen bajo estricto seguimiento, para evitar un incremento en la

resistencia.

La penicilina y estreptomicina ya no debe utilizarse, debido a que mostraron

mayor resistencia y cepas intermedias en un porcentaje elevado.
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Tabla 9. Diametro de halo e interpretacion de la sensibilidad bacteriana para

Staphylococcus spp

Agente Contenido Diametro en mm.
Antimicrobiano | del Disco S I R
Penicilina 10 UI =29 - <28
Tetraciclina 30 ug 219 | 15-18 | =14
Eritromicina 15 ug 223 | 14-22 | <13
Enrofloxacina 30 ug 218 | 15-17 |14
Estreptomicina * 10 ug 215 | 12-14 | <11
Ceftiofur * 10 ug >21 | 18-20 | <17

Fuente: CLSI, 2011
*= Lab Upjhon (1999); CLSI, 2008Pé&gina 59 de 61

Tabla 10. Diametro de halo para e interpretacion de la sensibilidad bacteriana

para Streptococcus spp. Grupo B hemolitico.

Agente Contenido Diametro en mm.
Antimicrobiano | del Disco S I R
Penicilina 10 UI =24 - -
Tetraciclina 30 pg 223 |19-22 | <18
Eritromicina 15 g 221 | 16-20 | <15
Enrofloxacino 30 ug =218 | 15-17 (=14
Estreptomicina 10 pg =215 | 12-14 | =11
Ceftiofur sodico 10 pg 221 | 18-20 | £17

Fuente: CLSI, 2011
*= Lab Upjhon (1999); CLSI, 2008

59



Universidad

TESIS UNA - PUNO % Nacional del

Puno.

Figura 2. Transporte de muestras, hisopados de secrecién de fosas nasales
al Laboratorio de Microbiologia de la UNA-Puno.
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Figura 3. Placas Petri con agar sangre con hemolisis alfa y agar manitol

salado, mostrando Cepas manitol positivo y manitol negativo.

Figura 4. Placas Petri con agar Mueller Hinton para Staphylococcus spp y M-

H con sangre desfibrinada para antibiograma de Streptococcus spp.
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