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Resumen

La mastitis infecciosa es considerada la enfermedad que mds afecta al ganado bovino
alrededor del mundo; siendo Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae,
estafilococos coagulasa negativa, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis vy
algunos bacilos Gram negativos, los agentes etioldgicos mas prevalentes reportados en la
literatura; de los cuales se han publicado numerosos estudios en los que se determinan
los niveles de susceptibilidad antimicrobiana por medio de la implementacidn de diversas
metodologias y la aplicacidon de diferentes criterios de interpretacion de los resultados, lo
que hace que los datos no sean comparables entre estudios, dificultando la recopilacién y
analisis de estos, y limitando la perspectiva del panorama global sobre la resistencia
antimicrobiana en la medicina bovina, en donde el uso indiscriminado y no controlado de
antibidticos, como medida de control y en el tratamiento de la enfermedad, ha ejercido
una presién selectiva sobre los microorganismos implicados, seleccionando cepas
resistentes que pueden ser transferidas entre animales o al humano y que funcionan
como un potente reservorio de genes de resistencia. El objetivo general de esta revision
sistematica es describir el perfil de susceptibilidad antimicrobiana de los agentes
etiolégicos mas prevalentes en la mastitis bovina, para lo cual se plantea una metodologia
(estrategia de busqueda, criterios de inclusion y de exclusidon y plan de recoleccién y
extraccién de datos) enfocada en dar respuesta a la pregunta de investigacion;
describiendo los niveles de resistencia reportados en la literatura cientifica en los ultimos
10 afios, determinados a partir de pruebas tanto fenotipicas (proporcion de resistencia)
como genotipicas (frecuencia de genes y mecanismos de resistencia) y su distribucion
geografica.

Palabras claves: Mastitis bovina, Susceptibilidad Antimicrobiana, Resistencia, Antibidticos.



Introduccion

La mastitis bovina se define como una reaccién inflamatoria del parénquima de la
glandula mamaria que puede ser de caracter infecciosa, téxica o traumatica;¥) la mastitis
infecciosa es considerada la enfermedad que mas afecta al ganado bovino alrededor del
mundo, siendo la causa de grandes pérdidas econémicas para la industria lechera,(? 3 al
disminuir la produccion, alterar directamente la calidad higiénica y sanitaria de la leche
cruda e incrementar los gastos en servicios veterinarios, tratamientos y medidas de
control; aunque estos costos varian geograficamente, debido a factores tales como clima,
raza, infraestructura, sistemas de produccién, entre otros, los principios econémicos
detrds de ellos son los mismos. En los uUltimos 5 afios se han publicado una serie de
estimaciones de pérdidas econdmicas con un rango que varia desde € 61 a € 97 por
vaca/afio, con diferencias entre algunos paises, como es el caso de los paises bajos, donde
las pérdidas variaron entre € 17 y € 198 por vaca/afio, en la gran mayoria de estos datos,
solo se tuvieron en cuenta las pérdidas por disminucién en la produccién, lo que sugiere
que las cifras podrian ser mayores, al omitir gastos como mano de obra, tratamientos
terapéuticos, asistencia médica, entre otros.)

Otro de los factores que influye en las pérdidas econdmicas generadas por la mastitis esta
relacionado con las manifestaciones de la enfermedad, estas pueden presentarse de
forma clinica o subclinica, siendo esta ultima la mds frecuente, por cada caso clinico se
presentan de 25 a 40 subclinicos, con una disminucidn en la produccién lactea de hasta un
48%.23)

Tanto en su forma clinica como subclinica, los agentes etiolégicos reportados en la
literatura cientifica como los mas prevalentes son Staphylococcus aureus, Streptococcus
agalactiae, estafilococos coagulasa negativa, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus
uberis y algunos bacilos Gram negativos.°

Como medida de control de estos agentes infecciosos se describe, la terapia antibidtica
suministrada durante el periodo de secado, como la mds implementada a nivel mundial;
tan solo en los Estados Unidos, se estima que es utilizada en mas del 72% de los hatos
lecheros,® 9 los cuales la emplean para eliminar las infecciones presentes en la lactancia
tardia o para prevenir nuevas infecciones intramamarias durante este periodo, en el cual
la ubre se encuentra mas susceptible.(®

Tanto en la terapia del periodo de secado como en el tratamiento de la mastitis clinica, el
uso indiscriminado y no controlado de antibidticos ejerce una presion selectiva sobre los
agentes etioldgicos de la mastitis bovina, lo que ha llevado a la aparicién de mecanismos
de resistencia a dichos antibidticos,™ 7 8 representando un grave problema tanto para la
salud del animal por el fracaso terapéutico en la resolucién de la enfermedad, como para
la salud publica, ya que se han descrito bacterias aisladas de animales que pueden ser



transferidas a humanos por contacto directo o por productos alimenticios contaminados;
y que funcionan como un potente reservorio de genes de resistencia.®1)

En la literatura cientifica se encuentran numerosos estudios que determinan los niveles de
susceptibilidad antimicrobiana de bacterias aisladas a partir de muestras tomadas de
animales que presentan mastitis bovina alrededor del mundo; variables como la
metodologia utilizada para la determinacion del nivel de susceptibilidad y los criterios
aplicados para la interpretacién de los resultados, dificultan la recopilacién y andlisis de la
literatura existente acerca del tema, limitando la perspectiva que se tiene sobre el
panorama global de la resistencia bacteriana en la medicina bovina; debido a esto, se
planted una revision sistemdtica, en la cual se describa el perfil de susceptibilidad
antimicrobiana de los agentes etioldgicos mas prevalentes en la mastitis bovina,
explorando el nivel de resistencia, determinado a partir de pruebas fenotipicas
(proporciéon de resistencia) como genotipicas (frecuencia de genes y mecanismos de
resistencia) y su distribucion geografica; con el fin de dar respuesta a la pregunta de
investigacion ¢Cudles son los niveles de susceptibilidad antimicrobiana de los agentes
etioldgicos mas prevalentes de la mastitis bovina que se han reportado en la literatura
cientifica en los ultimos 10 afios alrededor del mundo?.

Materiales y métodos
Estrategia de busqueda

El estudio se llevd a cabo en conformidad con la declaracién PRISMA.(213) En septiembre
de 2012, se realizd una busqueda sistematica de literatura en las bases de datos MEDLINE
(motor de busqueda Pubmed) y ScienceDirect, por especificidad utilizando descriptores
MeSH vy por sensibilidad utilizando la combinacion mediante operadores booleanos de
términos determinados de acuerdo a la pregunta de investigacion.

Se realizé la busqueda con los términos “Mastitis AND (bovine OR cow OR dairy OR
cattle)”, cruzados mediante el operador “AND” con los términos “Antimicrobial
susceptibility” “Microbial sensitivity test” y el termino truncado “resist*” que abarca
“resistante” y “resistance”. Tanto en Pubmed como en ScienceDirect se utilizacién los
limites de tiempo “last 10 years” y “2002 to present” respectivamente, para abarcar la
literatura cientifica publicada entre Septiembre 2002 y Septiembre 2012. Las rutas de
busqueda para Pubmed y ScienceDirect se muestran en la tabla 1.



Tabla 1. Rutas de busqueda

Pubmed

((((mastitis AND (bovine OR cow OR dairy OR cattle)) AND antimicrobial
susceptibility)) OR ((mastitis AND (bovine OR cow OR dairy OR cattle)) AND
resist*[Title])) OR ((mastitis AND (bovine OR cow OR dairy OR cattle)) AND
microbial sensitivity test [MeSH])

Filters activated: published in the last 10 years

ScienceDirect

((Mastitis AND (bovine OR cow OR dairy OR cattle)) and TITLE-ABSTR-
KEY(antimicrobial susceptibility )) OR ((Mastitis AND (bovine OR cow OR dairy OR
cattle)) and TITLE (resist*)) OR ((Mastitis AND (bovine OR cow OR dairy OR
cattle)) and (microbial sensitivity test))

Date Range: “2002 to present”

Las citas encontradas junto con su respectivo resumen se importaron al software de
gestion de referencias RefWorks, en el cual se eliminaron las citas duplicadas entre ambas
bases de datos.

El protocolo de busqueda fue aplicado por dos revisores de forma independiente, cuyas
diferencias fueron analizadas y resueltas por mutuo acuerdo. Adicional a los articulos que
arrojoé el protocolo de busqueda en las bases de datos, también se tuvieron en cuenta las
referencias de los articulos seleccionados, como posibles fuentes de articulos que se
filtraron en la busqueda inicial.

Criterios de inclusidn y exclusion

Se incluyeron solo articulos originales reportados en la literatura cientifica en los ultimos
10 afios (Septiembre 2002 a Septiembre 2012), escritos en el idioma inglés, los cuales
reportaran los resultados de la determinacion de los niveles de susceptibilidad frente a
antibidticos por parte de Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, estafilococos
coagulasa negativa, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis y bacilos Gram
negativos aislados directamente a partir de muestras de leche de vacas con mastitis, tanto
en su forma clinica como subclinica; se tuvieron en cuenta los articulos que reportaran
fenotipo y/o genotipo de cualquier patrén de resistencia antimicrobiana
independientemente de la metodologia utilizada para su determinacién.

Se excluyeron los articulos cuya metodologia no estuviera correctamente descrita, y todos
aquellos en los no se pudiera extraer el dato de la determinacién de los niveles de
susceptibilidad.



Recoleccidn y extraccion de datos

Los datos de cada publicacion fueron extraidos y tabulados para su posterior analisis, en
un formulario de recoleccién de informacion (tabla 2)

Datos generales
1. Titulo 2.Revista 3.Ano de publicacion 4.Pais

Caracterizacion de la poblacion de estudio
5. Raza 6. Numero de muestras 7. Tipo de muestra 8. Tipo de muestreo 9. Lugar de
muestreo 10. Duracidn del estudio 11.Clasificacién de la mastitis

Aislamiento y caracterizacién
12. Metodologia aislamiento 13.Método de tipificacion 14.Bacterias aisladas

Pruebas de susceptibilidad fenotipica

15. Descripciéon metodologia utilizada 16.Antibidticos evaluados con su respectiva
concentracion 17. Criterio de interpretacion (Puntos de corte clinico Breakpoints, Valor
de corte epidemiolégico ECOFF) 18. Evaluacion cuantitativa (halos de inhibicién,
Concentracion inhibitoria minima) 19.Interpretacion cualitativa de la susceptibilidad
20.Porcentaje de resistencia por combinacién bacteria-antibidtico

Pruebas de susceptibilidad genotipica
21. Descripcion metodologia utilizada 22.Gen amplificado 23. Mecanismo de resistencia
implicado 24.Correlacion feno-genotipica 25.Frecuencia del gen evaluado

Informacion adicional
26. Observaciones

Tabla 2 Formulario de recoleccién de datos aplicado a cada articulo
Resultados y Discusion

La implementacién del protocolo de bisqueda mediante las rutas descritas previamente,
arrojo un total de 974 publicaciones (MEDLINE Pubmed 295, ScienceDirect 679). Posterior
a la eliminacion de 81 referencias duplicadas entre las bases de datos (Gestor de
referencias RefWorks), 893 publicaciones se evaluaron en base a titulo y resumen, de las
cuales 794 fueron descartadas, al no cumplir con los criterios de inclusién determinados
de acuerdo a la pregunta de investigacién. 99 articulos se analizaron en texto completo,
de los cuales 15 fueron excluidos, 10 de los articulos no contenian explicito el resultado de
los niveles de susceptibilidad o el dato no estaba bien definido para bacterias aisladas a
partir de leche cruda bovina,*23 en cuatro de los articulos los resultados indicaban una
“n” diferente para cada antibiético evaluado,?*2”) y uno en el que la descripcién de la



metodologia para la determinaciéon de los niveles de susceptibilidad no era clara.?®) Un
total de 84 articulos fueron incluidos en la revisidn sistematica (Figura 1). (2%-112)
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Figura 1. Flujograma estrategia de busqueda.

De acuerdo con las condiciones de la pregunta de investigacion y los criterios de inclusién
y exclusioén, los articulos incluidos en este estudio no son comparables entre si, debido a
las diferentes caracteristicas propias de la metodologia utilizada para cada estudio, como
es el caso de las pruebas implementadas para la medicion de los niveles de susceptibilidad

antimicrobiana y los criterios de interpretacion de los resultados (Ver: Pruebas de
Susceptibilidad Antimicrobiana y Criterios de interpretacion de resultados (Puntos de corte clinicos

Breakpoints y Valores de corte epidemioldgico ECOFF)), y a otras variables como el nimero y familia
de antimicrobianos evaluados en cada estudio y la presentacién clinica de la enfermedad,
en donde se reportaron niveles de susceptibilidad en microorganismos aislados de
bovinos con mastitis clinica 11.9%, subclinica 16.7%, clinica y subclinica dentro del mismo
estudio 28.6% y un 42.9% de estudios en donde no se reporté el dato sobre la



clasificacion de la mastitis. (Ver Tabla 3, 4, 5 y 6); sin embargo teniendo en cuenta la
naturaleza de este estudio, estas variables fueron tenidas en cuenta con el fin de
enriquecer la descripcion sobre la forma en la que se estd investigando el tema alrededor
del mundo.

Perfil de susceptibilidad antimicrobiana de los principales agentes etioldgicos de la
mastitis bovina.

Staphylococcus aureus.

Staphylococcus aureus es considerado el microorganismo patégeno mas prevalente vy
contagioso causante de infecciones intramamarias en ganado bovino alrededor del
mundo, 2 46:113) por esta razén es también el mas investigado, de las 84 publicaciones
seleccionadas dentro de los ultimos 10 afios, el 62% de los articulos se limitan a describir
fenotipica y/o genotipicamente los niveles de susceptibilidad de S. aureus aislado a partir
de leche cruda en 31 paises,'?°3% reportando microorganismos implicados, tanto en

infecciones subclinicas crénicas®436 38 49, 56) como en mastitis con manifestaciones
Cll,nicas (42, 48, 50, 57, 69)

El tratamiento implementado contra S. aureus ha demostrado bajas tasas de curacién
tanto en la etapa de secado como durante la lactancia?® 113 114 esta falla terapéutica
podria explicarse por la presencia de un mecanismo de resistencia que actle
directamente contra el medicamento o por la ineficacia de este para llegar a su blanco de
accion, sea por la alteracién del blanco,!™® |a formacién de biopeliculas,1® 117) o Ia
ubicacién intracelular de algunas cepas especificas de Staphylococcus aureus,'*8 los
estafilococos no presentan resistencia antimicrobiana intrinseca, por lo que naturalmente
deberian ser susceptible a la mayoria de antibidticos, excepto a aquellos que tienen
espectro contra Gram negativos exclusivamente, 1% 120 en Estados Unidos los antibidticos
mas utilizados para las infecciones intramamarias incluyen representantes del grupo de
B-lactdmicos (Penicilina G, Amoxacilina, Ampicilina, Cefapirina, Ceftiofur y Cloxacilina),
Macrdlidos (Eritromicina) y Lincosamidas (Pirlimicina)?7- 113.121,122) sjendo los B-lactdmicos
los de primera linea para utilizar frente S. aureus susceptible. El éxito del tratamiento
radica entonces en la determinacién de los niveles de susceptibilidad como base para la
toma de decisiones, sumado a diferentes factores inherentes a la naturaleza de la
infeccién, del patégeno y del bovino.(® 118,123, 124)

La determinacién fenotipica de los niveles de susceptibilidad de Staphylococcus aureus se
evalud en 43 de los 84 articulos, ?*71 de los cuales se extrajo el porcentaje de resistencia
frente a los medicamentos evaluados (Tabla 3); en la sumatoria de los articulos, un total
de 77 antibidticos fueron utilizados, siendo Penicilina G el mas evaluado (40 articulos),
seguido por Tetraciclina, Eritromicina, Oxacilina, Gentamicina, Ampicilina, Trimetoprim
sulfa y Cefalotina evaluados en 37, 33, 27, 25, 22, 22 y 19 articulos respectivamente.



La resistencia a Penicilina G es la mas comun en los aislamientos de S. aureus, reportando
niveles de resistencia que varian considerablemente entre paises, México 100%
(31/31)5%, Korea 81.1% (505/623)19, Reino Unido 41.3% (580/1406)"7Y) y Noruega 2.6%
(6/231)®%). Cuando la comparacidn se realiza entre investigaciones realizadas en el mismo
pais, los niveles de resistencia tienden a estar mas relacionados, como es el caso de Brasil
en 2004 (87.4%),53% 2005 (55.1%)13% y 2012 (81.9)7), Korea en 2007 (73%),%% 2007
(81.1%)“9) y 2011 (66.4%)“Y e Irdn en 2007 (57.4%),“”) 2007 (66.6%)1*® y 2011 (56%),“)
lo que es logico, puesto que cada pais cuenta con una normativa y practicas propias a la
hora de instaurar tratamientos antimicrobianos,113 122123 |35 discrepancias entre y dentro
de los paises de estudio se podrian explicar por las diferentes metodologias utilizadas, 118
la implementacién de diferentes técnicas de susceptibilidad antimicrobiana, criterios de
interpretacion de los resultados cuantitativos (Concentracion inhibitoria minima CIM) o
cualitativos (Halos de inhibicién), técnicas de aislamiento de patdgenos, metodologias en
la recoleccion de muestras y la localizacién geografica de los aislamientos, son algunos de
los puntos claves que no permiten la comparacién de los datos encontrados. (¢ 113, 123, 125)

La resistencia a las Penicilinas, tanto las de bajo espectro (Penicilina G) como las de amplio
espectro (Amoxacilina, Ampicilina) en S. aureus estd mediada principalmente por la
expresién de P-—lactamasas tipo Penicilinasa que hidrolizan el anillo B-lactdmico del
antibidtico anulando sus propiedades antimicrobianas; esta enzima es codificada por el
gen blaz,*?® este tipo de resistencia es tan comun, que la determinacién de p—lactamasas
del tipo Penicilinasa no se realiza rutinariamente en los laboratorios;!!®) una sola
publicacién report6 la expresidn fenotipica de B-lactamasas en 57.3% de sus cepas®? y
en dos describieron la presencia del gen blaZ en 40%%° y 43%(%3) de los Staphylococcus
aureus aislados.

Dentro del grupo de los B-lactdamicos, Ampicilina y Cefalotina fueron los segundos
antibidticos en los que mas se evalud el nivel de susceptibilidad de St. aureus; Ampicilina
mostro niveles de resistencia en todos los estudios en los que se evalué dentro de un
rango entre 2.6%(15/562)32 y 100% (31/31)¥4, mientras que en las diecinueve
publicaciones en las que se evalud Cefalotina, una reportd un 32.3%,13% siete fueron

inferiores a 4.5%,(3137,39-41,52,58) y |og once restantes presentaron una susceptibilidad del
100% (29, 30, 32, 33, 36, 38, 43, 57, 59, 62, 64)

Otro de los grupos de antibiéticos evaluados y de los mas utilizados para el tratamiento de
la mastitis bovina como se describié anteriormente son los Macrélidos y Lincosamidas,
estos antibidticos son quimicamente distintos pero comparten un mecanismo de accidn
similar, su espectro de actividad es principalmente frente a cocos Gram positivos,127)
dentro de estos grupos los antibiéticos mas utilizados para el tratamiento de la mastitis
bovina son Eritromicina, Tilmicosina, Espiramicina, Clindamicina*? y Pirlimicina.*?? La
Eritromicina fue el representante de los Macrdlidos mas evaluado dentro de los ultimos
10 afios, con reporte de niveles de susceptibilidad fenotipica de S. aureus en 33 articulos,
de los cuales 27 describian algiin grado de resistencia con rangos que van desde 0.3%%
hasta 93.1%“? y seis mostraban una susceptibilidad del 100%.3% 38 59, 64, 69, 71) | o5



antibidticos Lincosamidas evaluados fueron Clindamicina, Pirlimicina y Lincomicina, los
cuales presentaron porcentajes de resistencia muy variables con rangos de
0.5%(62)-88.2%,(5%) 2.4%(32-4.3%B1) y 0.5%%8)-45.8%(42) respectivamente. La resistencia a
estos grupos se puede presentar por la modificacion del blanco sea por la metilacién o
mutacion que impide la union del antibidtico a su objetivo ribosomal, lo que conduce a
una resistencia cruzada a Macrdlidos, Lincosamidas y Estreptograminas B, llamado
fenotipo MLSB, esta resistencia esta codificada por el gen erm (erythromycin ribosome
methylase) el cual cuenta con cuatro clases principales en microorganismos patégenos
erm(A), erm(B), erm(C) y erm(F),!*27) 4 estudios reportaron la presencia de genes erm en S.
aureus aislado de mastitis bovina, erm(A) 17.4%,5 0%,142 %) erm(B) 3.2%,34 23.9%,42
52.2%,5Y erm(C) 3.2%,1*% 0%,**) 88.1%*? y 30.4%.)

Yang Wang et al. 2008 reportaron como la presencia del gen erm(B) y erm(C) en S. aureus
aislado de mastitis bovina demostré una resistencia cruzada a la Eritromicina,
Roxitromicina y Azitromicina, a pesar de que estos dos uUltimos nunca se han utilizado en
la medicina veterinaria.?) La resistencia cruzada que se presenta entre familias de
antibidticos que comparten mecanismo de accién, es un grave problema, puesto que la
mayoria de antibidticos utilizados en animales tienen analogos humanos.”) En algunos
paises como por ejemplo en Suiza, la utilizacién de algunos antibidticos como la
Eritromicina (Macrélido) y Clindamicina (Lincosamida), ha sido prohibida en animales de
produccién, pero se permite la utilizaciéon de antibidticos de su mismo grupo, en algunos
preparados para el tratamiento de la mastitis, como es el caso de Espiramicina
(Macrélido) y Lincomicina (Lincosamida), lo que ha seleccionado una resistencia cruzada a
ambos grupos de antibidticos.®®)

Otro de los mecanismos de resistencia descritos en Macrélidos y Lincosamidas por parte
de las bacterias, es la presencia de bombas de flujo del tipo transportadores ABC con
especificidad solo para Macrdlidos y Estreptograminas B, las cuales son codificada por los
genes msr(A)/msr(B) que se han sido identificados en S. aureus aislado de mastitis bovina,
msr(A) en 3.2%,3% 26.6%“°) y 78%,°Y) msr(B) 46.1%*>) y msr(A)/msr(B) 1.5%.1% Por ultimo
también se puede dar la inactivacidon directa del antibidtico por parte de enzimas
fosfotransferasas codificadas por el gen mph (C) 30.4%"Y y 1.5%*? y Lincosamidas
nucleotidiltransferasas codificadas por Inu(A) 6.5%,3% 51.6%,*%) 34.8%1y 3%,4?) ambas
confieren resistencia a la Lincomicina.

Treinta y siete articulos reportan los niveles de resistencia que S. aureus presenta frente a
Tetraciclina con un rango de 0.4%(* a 42.8%,“® y con 5 publicaciones en las que la
susceptibilidad fue del 100%;3> 38 57. 69, 71) dos diferentes determinantes genéticos de
resistencia a tetraciclina fueron reportados, tetk 30.5% y tetM 3.9%*>) implicados en la
expresion de una bomba de flujo y de proteinas de proteccion ribosomal,
respectivamente.
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Staphylococcus aureus resistente a la Meticilina (MRSA)

La resistencia a la Meticilina en Staphylococcus aureus aislado de humanos fue reportada
por primera vez en 1961, poco después de la introduccién del farmaco a la medicina
humana'?, y desde entonces su diseminacién ha sido generalizada, constituyéndose en
uno de los principales problemas de resistencia antimicrobiana a nivel mundial, llegando
al punto de considerar al Staphylococcus aureus meticilino resistente como un agente
etiolégico emergente.(128)

MRSA se informd en animales por primera vez en 1971, precisamente en un brote de
mastitis bovina,!'??) y desde entonces son muchos los reportes aislamientos en porcinos,
caninos, felinos, equinos y bovinos.1% 40 75 76) |3 presencia de MRSA en animales
domésticos es causa de una gran preocupacién, ya que el constante intercambio de
material genético entre bacterias, mediante la transferencia horizontal de genes ha sido
el principal medio para la difusion de determinantes de resistencia antimicrobiana y de
factores de virulencia entre patdgenos de interés humano y veterinario,*39 diferentes
estudios moleculares y epidemioldgicos han demostrado una estrecha relacién
filogenética entre cepas aisladas de humanos y bovinos,® 46 7> 131, 132) comenzando a
asociar a las cepas de MRSA no solo con el hospital y la comunidad, sino también como un
patdgeno zoondtico emergente. (19

En los ultimos 10 afios, alrededor del mundo, diferentes estudios de corte transversal han
reportado la prevalencia de Staphylococcus aureus meticilino resistente aislado a partir de
mastitis bovina, tanto en su forma clinica como subclinica, Canada 0.06%(1/1802),32)
Turquia 17.2%(16/93),7?) Holanda 3.4%(62/1839),72 Bélgica 9.3%(11/118),7”) Japdn
0.4%(1/236),7%  Suiza 1.4%(2/142),®9) entre otros.6” 75 76 78) por otra parte, varios
estudios han descrito niveles de MRSA, dentro de un mismo pais en diferentes periodos
cronoldégicos, como es el caso de Korea en 2007 2.5%(21/835),14% 2007 3%(19/696)53°), y
2011 6.2%(24/402)*Y e India en 2010 10.2%(13/128)“>) y 2011 13.4%(14/107),“®) los
cuales a pesar de ser estudios transversales, y presentar condiciones diferentes que
impiden su comparacion, logran evidenciar una tendencia en el aumento de la resistencia
a través de los afios.

La resistencia a la meticilina en Staphylococcus spp. es atribuida a multiples mecanismos,
pero el mas importante es la produccién de una proteina de unién a la penicilina 2a
(PBP2a) que es expresada a nivel de pared celular bacteriana y tiene una baja afinidad por
los antibidticos B-lactdmicos, la expresidon de PBP2a esta mediada por el gen mecA, el cual
estd localizado en el elemento genético mévil denominado Staphylococcal Cassette
Chromosome mec (SCCmec).7® 115 128) | 3 caracterizacidn molecular de la resistencia a
meticilina comprende entonces la determinacién del gen mecA y la tipificacion del
SCCmec; el gen mecA fue amplificado en varios estudios,3% 74 77.79) en |os cuales se utilizd
como referente para la clasificacion de Staphylococcus aureus como resistente o
susceptible a la meticilina; en otros estudios la determinacion del gen mecA se utilizo para
la confirmacion de las pruebas fenotipicas de difusién en disco con Oxacilina o Meticilina,
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en las cuales se encontraron varias discrepancias, Kumar et al. en dos estudios en la India
en 2010% y 2011“® de 13 y 14 aislamientos de Staphylococcus aureus resistentes a la
meticilina por pruebas fenotipicas, solo 10 cepas en cada estudio amplificaron el gen
mecA; mientras que Turutoglu et al. en Turquia, 20097> de 18 aislamientos de MRSA
determinado por pruebas fenotipicas, solo 3 amplificaron el gen mecA. La falta de
correlacién entre el fenotipo y el genotipo en estos aislamientos se podria explicar sea por
la pobre expresion del gen implicado o por la presencia de algin mecanismo de
resistencia distinto a la producciéon de PBP2a como puede ser la sobreproduccién de B-
lactamasas o la presencia de una nueva meticilinasa (alteracién de los subtipos PBP),“> 46
75 por otra parte también se podria pensar en que la fiabilidad de la prueba de difusién en
disco no es la mejor para detectar resistencia a Meticilina, ya que es la menos especifica
(80%) de las pruebas fenotipicas, dependiendo de condiciones estrictas en la
implementacién del método para evitar que la naturaleza heterogénea de la resistencia a
la Meticilina limite la exactitud de la prueba de sensibilidad.(115 133)

Estafilococo Coagulasa Negativo (ECN)

El género Staphylococcus representa el grupo de bacterias mds cominmente aislado a
partir leche cruda de vacas mastiticas;!*3* en el diagndstico rutinario de la mastitis bovina,
los Estafilococos se han divido en dos grupos, basados en la capacidad de coagular el
plasma,13%)  Estafilococos Coagulasa Positivo refiriéndose tradicionalmente a
Staphylococcus aureus y Estafilococos Coagulasa Negativo que reine mas de 39
especies; (134 esta clasificaciéon ha sido cuestionada pues se han descrito cepas de
Staphylococcus aureus coagulasa negativa,!*3®) asi como otros estafilococos diferentes a S.
aureus que también tienen la capacidad de coagular el plasma, como es el caso de
Staphylococcus hyicus™3* y Staphylococcus pseudointermedius.3”) Dentro de las especies
de ECN pueden haber diferencias en la susceptibilidad antimicrobiana, mecanismos de
resistencia, factores de virulencia o en la respuesta del huésped frente a Ia
infeccion,® 138 por lo que se hace necesario la identificacién de especies y la
determinaciéon de niveles de susceptibilidad individual, para seleccionar la terapia
antimicrobiana apropiada; sin embargo, la mayoria de la veces los investigadores no
discriminan hasta el nivel de especie y reportan la susceptibilidad de ECN como un grupo
homogéneo; 13% 29 articulos reportaron los niveles de susceptibilidad de Staphylococcus
spp. diferentes a S. aureus, aislados en muestras de leche cruda de vacas mastiticas, %47
48, 51, 54, 55, 57-59, 62, 65, 66, 68, 81-9) da |os cuales tan solo 9 describieron los resultados
discriminados por especies, (58 81, 84 85 87-91) |o5 demds agruparon todos los aislamientos
como ECN; para efecto de la presentacion del perfil de susceptibilidad antimicrobiano
dentro de la revisidn, los ECN fueron evaluados como un grupo uniforme, como se
presentd en la gran mayoria de los articulos seleccionados.

Diferentes especies de Estafilococos Coagulasa Negativo son aislados como microbiota
normal de piel de la ubre, pezones y otros sitios extramamarios como pelo, fosas nasales,
vagina, entre otros.!3 ECN es considerado como un agente etiolégico oportunista de
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mastitis bovina, con mas de diez especies implicadas, siendo las de mayor prevalencia
Staphylococcus chromogenes, St. hyicus, St. simulans, St. epidermidis, St. sciuri, St.
haemolyticus, y St. xylosus.(58 81,84,91)

Las manifestaciones clinicas de la infecciéon por ECN en glandula mamaria son escasas, se
presenta frecuentemente como una mastitis subclinica, con un ligero aumento en el
recuento de células somaticas asociado con la disminucion en la produccién lactea o en
algunos casos mastitis clinica, pero con manifestaciones leves, 3% 135 por lo que es
considerado como un patégeno de menor importancia en mastitis bovina; 3% A pesar de
que las manifestaciones clinicas no son graves, la prevalencia de Estafilococo Coagulasa
Negativo como agente etioldgico de mastitis bovina sigue siendo una de las mas altas
alrededor del mundo, Estados Unidos 68.8%,°%) Finlandia 54%,62) Francia 18.1%,®® Suecia
29.6%%'y Noruega 25.1%.(6%)

Las medidas terapéuticas frente a las infecciones intramamarias por ECN pueden variar
dependiendo de diferentes factores que se describen a continuacién: la severidad de las
manifestaciones clinicas y la persistencia de la infeccidn, son las principales causas para la
instauracién de tratamiento con antimicrobianos durante la lactancia o en el periodo de
secado, 3% el cual ha reportado una alta tasa de curacidon pos tratamiento
(80%-90%)82 134) en ECN B—lactamasa negativo; el conteo de pocas unidades formadoras
de colonia de ECN en el cultivo de leche cruda, puede ser indicio de contaminacién de la
muestra o infeccidn con una carga bacteriana muy baja,*3% situacién en la que no se
utiliza tratamiento antibidtico, pues se han reportado tasas de curacién espontdnea
relativamente altas (44%-72%).182 135 A pesar de que el tratamiento antibidtico no es muy
frecuente en mastitis bovina por ECN,(13%13%) constantemente se reportan en la literatura
niveles de resistencia frente a los antibidticos utilizados en infecciones intramamarias
descritos anteriormente.(> & 27,121)

Diferentes niveles de resistencia antimicrobiana de ECN se han reportado alrededor del
mundo dentro de los Ultimos 10 afos; la valoracion fenotipica de la susceptibilidad de ECN
frente a distintos grupos de antibidticos se evalud en 26 articulos (tabla 4), (40,47, 48,51, 54,55,
57-59, 62, 65, 66, 68, 81-86, 88, 90, 92-96) o donde Penicilina G, Ampicilina, Eritromicina y Tetraciclina
fueron los antibidticos mas evaluados por los investigadores, reportando niveles de
resistencia que varian dentro de rangos muy amplios, Penicilina G (12%(°6)-75.1%(%2)),
Ampicilina  (12%1°0-88.9%%),  Eritromicina  (2%(°3-55.6%%)) y  Tetraciclina
(1%°)-75.1%8Y); en la sumatoria global de los articulos se evalué el nivel de
susceptibilidad del ECN frente a 52 antibidticos, representantes de los grupos f3-
lactamicos, Macrdlidos, Lincosamidas, Aminoglucdsidos, Sulfonamidas, entre otros.

En la literatura cientifica, algunos autores han reportado la tendencia de ECN a ser mas
resistente a los antimicrobianos que S. aureus, y a desarrollar mas facilmente
multiresistencia;#2 134 en trece investigaciones se compararon los niveles de resistencia a
diferentes antibidticos entre S. aureus y ECN aislados en las mismas condiciones dentro
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de cada estudio; S. aureus mostrd mayores niveles de resistencia frente a Penicilina G“% 47
48, 54,58, 62) y Eritromicina, % 47 48, 51, 55, 66) mjentras que ECN se mostré mds resistente a
Ampicilina(“s' 54, 55) y Tetracicling.(40. 47, 54,57, 62, 65, 66, 68)

Los diferentes determinantes genéticos de resistencia descritos previamente para S.
aureus son transversales en el género Staphylococcus; se reportaron ECN con presencia de
genes implicados en la resistencia a Macrdlidos y Lincosamidas: erm(A) 1.6%,°Y) erm(B)
12.9%®3) y 4.8%,150) erm(C) 29%,33 2,9%,®) 2.7%20) y 4.8%,°V) msr(A) 32.3%,8%) 0.6%, )
35.1%%% y 19.4%,5Y) mph(C) 32.3%,5% 0.6%E y 3.2%,°V |nu(A) 41.9%,83 20%®) y
3.2%;%Y resistencia a penicilinas de bajo espectro (Penicilina G) y amplio espectro
(Amoxacilina, Ampicilina): blaZ 80.6%®%), 83.7%% y 29% (determinacién fenotipica de
produccién de B-lactamasas);®”) y adicional a estos, también se describi6 la presencia del
gen fusB 2.7%°% implicado en la reduccién de la permeabilidad celular ocasionando
resistencia bacteriana al Acido fusidico.

La resistencia a la Meticilina, asociada con la expresion de una proteina de unidén a la
penicilina 2a (PBP2a), descrita anteriormente en Staphylococcus aureus, juega un papel
muy importante en ECN, de hecho se ha descrito un gen homdlogo a mecA (88% de
similitud) en Staphylococcus sciuri pero con fenotipo susceptible a B-lactamicos, como un
posible precursor evolutivo del gen mecA presente en las cepas de MRSA;139 esto, junto a
otras evidencias,*® apoyan la hipétesis de que el gen mecA se origind en ECN y fue
transferido a S. aureus por transferencia horizontal, en el cual evoluciond por la presidn
selectiva ejercida con los antibidticos.3% Estafilococos coagulasa negativo meticilino
resistente (ECNMR) aislados como agentes etioldgicos de mastitis bovina, han sido
reportados ampliamente en la literatura cientifica alrededor del mundo, Polonia 20%
(20/100),'8Y Estados Unidos 14% (64/460),18210.1% (17/168),(3%) Alemania 0.7% (2/298),83)
13.2% (16/121),°Y Turquia 22% (18/82),% 6.2% (5/81),'®° Holanda 27.6% (47/170),)
Suecia 0.6% (1/154).87) En 3 publicaciones se pudo observar la comparacion entre la
prevalencia de MRSA y ECNMR aislados en las mismas condiciones dentro de cada
estudio, Francia MRSA 0% (0/417) y ECNMR 5.1% (7/217),'®® Korea MRSA 2.5% (21/835) y
ECNMR 2.5% (19/763),1% y Suecia MRSA 0% (0/211) y ECNMR 1.8% (1/56),57) resultados
que estan de acuerdo con lo reportado por varios autores, (#2134 140,141) que describen la
resistencia antimicrobiana como un fendmeno que se presenta y se desarrolla mas
rapidamente en ECN que en Staphylococcus aureus.

Streptococcus spp.

Las bacterias pertenecientes al género Streptococcus, son después de los Estafilococos, los
agentes etiolégicos de mayor prevalencia en la mastitis bovina, siendo Streptococcus
agalactiae, Streptococcus uberis y Streptococcus dysgalactiae los principales implicados en
procesos infecciosos intramamarios tanto clinicos como subclinicos.7: 3% 8568) | os agentes
etiolégicos de la mastitis bovina, se han clasificado en dos grupos de acuerdo a su
distribucidn, epidemiologia e interaccién con la glandula mamaria,**? patégenos
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contagiosos (Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Mycoplasma bovis y
Corynebacterium spp.)*4% 143 y patégenos ambientales (Streptococcus uberis,
Streptococcus dysgalactiae, Bacilos Gram negativos, entre otros);(10% 142.144) |os patégenos
contagiosos, habitan y se multiplican dentro y fuera de la glandula mamaria, y son
transmitidos de vaca a vaca principalmente durante el ordefio;*? mientras que los
patégenos ambientales, son aquellos en los que el ambiente alrededor del bovino
funciona como reservorio, y son capaces de infectar glandula mamaria cuando las
condiciones son favorables, por lo que se describen como patégenos oportunistas.(14°)

S. uberis y S. dysgalactiae son considerados exclusivamente patdgenos animales,®”) y son
reconocidos como importantes agentes etioldgicos emergentes de mastitis bovina en
diferentes partes del mundo,1% |os cuales, se aislan normalmente del medio ambiente y
de diferentes lugares anatémicos del bovino como amigdalas, boca y vagina en el caso de
S. dysgalactiae'**? y tracto genital, rumen y recto en S. uberis;***) mientras que S.
agalactiae es también un patégeno humano, implicado en neumonia, septicemia y
meningitis en recién nacidos, infecciones significativas en mujeres embarazadas vy
ancianos y es una causa importante de mortalidad en adultos inmunocomprometidos;14¢)
a pesar de que S. agalactiae se ha aislado tanto de origen humano como bovino, varios
investigadores han reportado las diferencias fenotipicas que presentan estas dos
cepas,'’’ 148 Duarte, R. et al. en 2004192 describieron cepas de S. agalactiae aisladas en
leche cruda, las cuales no presentaban caracteristicas fenotipicas comunes entre los
aislados de otras fuentes, como la humana, tales como la actividad -hemolitica o la
resistencia a la bacitracina, lo que permite hablar de un ecovar adaptado a la especie
bovina,*®) con enzimas y factores de virulencia que favorecen la patogenicidad y
persistencia en la glandula mamaria,*3 149 ocasionando infecciones tanto clinicas como
subclinicas crdnicas, puesto que tiene la capacidad de adherirse al epitelio mamario, lo
que favorece su permanencia por largos periodos de tiempo.(143)

El tratamiento antibidtico contra Streptococcus spp. ha demostrado altas tasas de
curacion tanto en la etapa de secado como durante la lactancia.®® 121 143) | 35 especies del
género Streptococcus descritas como agentes etiolégicos de mastitis bovina, reportan
altos niveles de susceptibilidad a la terapia con casi cualquier farmaco antimicrobiano con
espectro contra gérmenes Gram positivos,*3) siendo los antibiéticos B—lactédmicos y
Macrélidos los mas utilizados en la terapia de infecciones intramamarias por
Streptococcus spp,®® los cuales demuestran altos niveles de sensibilidad frente a
Penicilina G, lo que la ubica como el medicamento de primera linea frente a estas
infecciones. (99 122)

En veinte articulos se determinaron 39 niveles de susceptibilidad de las especies mas
prevalentes del género Streptococcus aisladas de leche cruda de vacas mastiticas, ®* 38 5%
62, 65, 66, 68, 71, 93-103) de |as cuales 15 descripciones correspondian a Sp. uberis, 12 S.
dysgalactiae, 9 S. agalactiae y en 3 articulos en los que se agruparon los resultados de
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diferentes especies dentro de un grupo homogéneo denominado “Streptococcus spp”; los
porcentajes de resistencia se extrajeron para cada una de las especies descritas (tabla 5).
En la sumatoria de los articulos, un total de 40 antibidticos fueron utilizados, siendo
Penicilina G el mas evaluado (34 articulos), seguido por Tetraciclina y Eritromicina,
evaluados en 33 y 31 articulos respectivamente.

En general, la resistencia a Penicilina G en estreptococos, fue la mas baja dentro de los
agentes etiolégicos Gram positivos de la mastitis bovina (Staphylococcus aureus, ECN),
reportandose niveles de resistencia menores al 8% en 21 de las 39 determinaciones de
susceptibilidad, S. agalactiae 0% (Portugal,®” Argentina®) y Suecia®”), S. uberis 0%
(Portugal,®” Finlandia 20042 y 2008,1%) y Suecia’!), 0.1% (Reino Unido'Y), 1.4%
(Holanda”V), 6% (Turquia®¥) y 7.1% (Suiza®®) y por ultimo S. dysgalactiace 0%
(Portugal,®”) Argentina,®® Suecia 20087 y2009,57) Etiopia,® Noruega'®® Italia’ vy
Holanda""), 0.3% (Reino Unido'Y)) y 7.7% (Suiza(®®)).

Algunos articulos reportan niveles altos de resistencia a Penicilina G en estreptococos, que
varian considerablemente entre investigaciones realizadas dentro del mismo pais, en Iran
se reportd 73.3% de resistencia a Penicilina G en Streptococcus spp. (2007)°%y 69.2% en
S. agalactiae, 52.9% en S. dysgalactiae y 100% en S. uberis (2008)°®y en Estados Unidos
90.9% (2004)1%) y 17% (2005)(®?) de resistencia a Penicilina G en Streptococcus spp.

Otros grupos de antibidticos evaluados y de los mas utilizados para el tratamiento de la
mastitis bovina como se describié anteriormente son los Macrdlidos y Lincosamidas,
siendo Eritromicina y Clindamicina los antibiéticos mds evaluados de cada grupo
respectivamente, con niveles de resistencia en rangos que varian ampliamente para
Eritromicina en S. agalactiae (0%°3)-69.2%®)), S. dysgalactiae (0%1-52.2%8)) y S,
uberis (0%>% %2 71.66.6%(°®)) y Clindamicina en S. agalactiae (10.5%!102-61.5%%8)), s,
dysgalactiae  (12.5%(°°)-58.8%%8)) y S. uberis (0%%% 100) — 55 5%(%8)) todos los
porcentajes mas altos de resistencia a Eritromicina y Clindamicina se presentaron en el
estudio de Ebrahimi, A. et al. en 2008(8), en el cual reportd los niveles de susceptibilidad
fenotipica de 13 S. agalactiae, 17 S. dysgalactiae y 9 S. uberis, aislados en Irdn de vacas
con mastitis bovina en su forma clinica y subclinica, durante un periodo de 15 meses; lo
gue sugiere un problema de resistencia a Macrélidos y Lincosamidas en la regidn, el cual
podria describirse mejor con una caracterizacién molecular que ayude a detectar los
genes de resistencia que estan ocasionando este fenotipo. (127 150)

Como se describid anteriormente para el género Staphylococcus, el fenotipo de
resistencia MLSB es codificado por el gen erm y causa resistencia a antibidticos de los
grupos Macrdlidos, Lincosamidas y Estreptograminas B, por modificacién del blanco;*?7 el
gen erm fue amplificado en Streptococcus spp provenientes de leche cruda, S. agalactiae
erm(A) en 1.7%,°7) 66.6%,11%3) 7.1%102) y erm(B) en 16.7%,°7) 100%,1%3) 10.6%,102) §.
dysgalactiae erm(A) en 5.6%°”) y erm(B) en 16.7%,°7) y S. uberis erm(B) en 26.7%,1°”
40%.101)
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Otros de los genes implicados en la resistencia a Lincosamidas, es el gen linB, el cual esta
implicado en la inactivacién directa del antibidtico por parte de enzimas
nucleotidiltransferasas, el gen linB se reportd en Streptococcus spp provenientes de leche
cruda, S. dysgalactiae 16.7%°7) yS. uberis 30%°7) y 10%;(1°1) este gen es conocido por ser
transportado por un plasmido de Enterococcus faecium, lo que podria implicar la
transferencia horizontal de genes entre estos microorganismos, puesto E. faecium que
también ha sido aislado como patdgeno ocasional de mastitis bovina.(®?, 151)

La resistencia a Tetraciclina fue de las comunes en los aislamientos de Streptococcus spp.,
reportando niveles de resistencia que varian considerablemente entre especies, S.
agalactiae (20%°3)-56.7%°7), S. dysgalactiae (0% 7-100%°7) y S. uberis (0% 56)-
66.6%%7), una gran variedad de determinantes genéticos de resistencia a tetraciclina
fueron reportados, los genes tetM en S. agalactiae (21.7%,°7) 42.1%1%3)y 18.8%(102), s,
dysgalactiae (33.3%°7) y S. uberis (6.7%"")), tetO en S. agalactiae (33.3%,1°”) 71%103)y
31.8%192), S. dysgalactiae (33.3%°7)) y S. uberis (30%°7) y tetS en S. uberis (26.7%7),
implicados en la expresién de proteinas de proteccién ribosomal; y los genes tetK en S.
agalactiae (56.7%°7) y tetl en S. agalactiae (7.8%1%% y 3.5%(102) implicados en la
expresiéon de bombas de flujo.(152)

Bacilos Gram Negativos

Dentro de los patégenos ambientales descritos como agentes etioldégicos de mastitis
bovina, los Bacilos Gram Negativos (BGN) son considerados microorganismos
oportunistas,*5® implicados principalmente en la forma clinica de la enfermedad;8
siendo Escherichia coli y Klebsiella spp. los BGN madas frecuentemente aislados de
infecciones intramamarias;>> %% aunque también se han descrito géneros como
Enterobacter, Proteus, Serratia, Citrobacter, Pseudomonas, entre otros, implicados como
agentes ocasionales de mastitis bovina.(8% 98 111, 155)

Los Bacilos Gram Negativos se distribuyen ampliamente en el ambiente alrededor del
bovino;*>3) diferentes bacterias como E. coli, Klebsiella spp. y Enterobacter spp., se
encuentran normalmente en tracto gastrointestinal de animales y humanos, por lo que se
puede presentar contaminacidon fecal de suelos, agua, utensilios, etc. La infeccion
intramamaria causada por BGN es entonces, el resultado de la exposicién constante del
pezén a estas bacterias ambientales, las cuales logran infectar la glandula mamaria,
gracias a la presencia de factores de virulencia que favorecen la patogenicidad,
colonizacion y supervivencia de estas bacterias en ubre.*®) E| principal factor de virulencia
de BGN implicado en la patogénesis de mastitis bovina es la endotoxina o
lipopolisacarido,!*>%) el cual es un componente estructural Gnico de la pared celular Gram
negativa, que al ser liberado al momento de la multiplicacién o lisis celular, provoca una
reaccion inflamatoria marcada y signos fisiopatoldgicos como fiebre, activacion del
complemento, aumento de la permeabilidad vascular, cambios en los niveles plasmaticos
de metabolitos, reactantes de fase aguda, activacidon de macréfagos, entre otros.(1>° 156)
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La gravedad de las manifestaciones clinicas de la mastitis bovina ocasionada por BGN, es
mucho mds preocupante que su incidencia; la infeccidén por E. coli o Klebsiella spp. puede
variar de una mastitis leve y autocontrolada a formas mas graves e incluso mortales; (153
155) |a infeccidn tipica tiene un comienzo repentino, caracterizado por cambios en la
apariencia de la leche y un elevado aumento de células somdticas; con manifestaciones
locales en ubre como endurecimiento y sensibilidad y signos sistémicos como fiebre alta,
aumento en la frecuencia cardiaca, falta de apetito, depresién y disminucién en la
produccién de leche, que muchas veces dada la severidad y persistencia de la infeccién
puede resultar en la perdida permanente de la produccidn lactea. En algunos casos en
infecciones muy severas no controladas, se han descrito complicaciones como bacteremia
o endotoxemia, agravando la situacién clinica y resolucién de la enfermedad. (155 156)

En el tratamiento de la mastitis bovina, las aminopenicilinas y cefalosporinas poseen gran
actividad contra bacterias Gram-negativas, siendo Ampicilina y Ceftiofur las mas utilizadas
frente a BGN sensibles;122 126) qunque en ocasiones las infecciones clinicas por E. coli
presentan una alta tasa de curacién espontanea.(!>>

Los BGN, constituyen el grupo de bacterias, con mas alto nivel de resistencia intrinseca; el
"resistoma intrinseco" se ha definido como el conjunto de elementos que contribuyen
directa o indirectamente a la resistencia a los antibidticos, y cuya presencia es
independiente de la exposicion previa a antibiético o a la transferencia horizontal de
genes;1>”) el principal mecanismo de resistencia intrinseca exhibido en Gram negativos, es
el fenotipo de resistencia a multiples farmacos MDR, en el que la membrana Gram
negativa externo, es impermeable a muchas moléculas, sumado de la expresién de
numerosas bombas de flujo de multiples farmacos, que reducen eficazmente la
concentracidn intracelular del antibidtico.**® Los bacilos Gram negativos, en especial las
Enterobacterias son intrinsecamente resistentes a Penicilina G, Glicopéptidos, Acido
fusidico, Macrdlidos, Lincosamidas, Estreptograminas, Rifampicina, Daptomicina vy
Linezolid.(15 159)

La determinacién fenotipica y/o genotipica de los niveles de susceptibilidad de Bacilos
Gram negativos se evaludé en 19 articulos, de los cuales se extrajo el porcentaje de
resistencia frente a los antibidticos evaluados (Tabla 6);13% 48 55 57,59, 65, 68, 94-96, 104-112)  g|
55% de los reportes, correspondian niveles de susceptibilidad establecidos para
Escherichia coli, 15% a un grupo homogéneo denominado “Bacilos Gram negativos” el cual
agrupaba los niveles de susceptibilidad de diferentes especies y 6% a Klebsiella spp. En la
sumatoria de los articulos, un total de 64 antibidticos fueron utilizados, siendo Ampicilina
y Tetraciclina los mas evaluados (18 articulos), seguido por Gentamicina, Estreptomicina,
Cloranfenicol y Kanamicina, evaluados en 15, 15, 14 y 13 articulos respectivamente;
reportando niveles de resistencia que varian dentro de rangos muy amplios, Ampicilina
(5.9%°)-100%32), Tetraciclina (4.9%07-91.2%(111), Gentamicina (0%®7 5% 109, 110}
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70.6%1%4), Estreptomicina (5.6%1%-94.1%111), Cloranfenicol (0%%-76.5%(111) vy
Kanamicina(3.9%199)-70.6%%4 111)),

La Resistencia a los antibidticos B-lactdmicos en bacterias Gram negativas es mediada
principalmente por B-lactamasas;'V) estas estdn ampliamente distribuidas entre los
grupos bacterianos, y juegan un papel importante en la resistencia intrinseca y adquirida
en BGN, en los que esta codificada cromosémicamente o en plasmidos.(12° Diferentes B-
lactamasas se han descrito, pero TEM-, SHV-, OXA-,-CMY, y CTX-M son las prevalentes en
BGN.111.126) Ahmed, M. et al. reportd varias B-lactamasas expresadas en BGN aislados a
partir de muestras de leche, blaTEM-1, blaSHV-12, blaSHV-1, blaSHV-28, blaCMY-2,
blaCTX-M-15 y blaOXA-30; muchas de las cuales confieren alta resistencia a
cefalosporinas de amplio espectro, lo que se constituye en un problema grave, pues las
cefalosporinas son considerados antibidticos de primera linea para el tratamiento para la
mastitis clinica por Gram negativos. Cefotaxima 38.2%, Ceftriaxona 35.3%, Cefoperazona
35.3%, Ceftazidima 26.5 y Cefpodoxima 58.8%.(11%)

Pruebas de Susceptibilidad Antimicrobiana y Criterios de interpretacién de resultados
(Puntos de corte clinicos Breakpoints y Valores de corte epidemiolégico ECOFF)

La eficacia del tratamiento antibidtico en la mastitis bovina, depende de factores
inherentes del patégeno, la duracion del tratamiento, factores del huésped, la
concentracién de la droga que se puede alcanzar y mantener en el sitio de la infeccidn,
entre otros.1%) La resistencia antimicrobiana presentada por los diferentes agentes
etiolégicos implicados en la mastitis bovina, es una de las razones potenciales del fracaso
terapéutico y las bajas tasas de curacién de la enfermedad;'®? |a toma de decisiones e
instauracion del tratamiento antibidtico dentro del hato lechero, a menudo se basa en los
resultados de las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana in vitro;(12 160, 161) |5
determinacién de que un patégeno es sensible a un antibidtico no es garantia de curacién,
pero la identificacion en este de algun tipo de resistencia puede ser un factor que predice
una mayor probabilidad de falla terapéutica.®®

La susceptibilidad antimicrobiana se puede determinar in vitro utilizando una variedad de
métodos estandarizados, que incluyen difusion en disco, dilucién en agar, dilucién en
caldo y difusién en gradiente de concentracion (E-test).(> 123162 |ndependientemente de
cual sea la metodologia utilizada, esta debe ser estrictamente realizada conforme a un
procedimiento internacionalmente aprobado, como los publicados por las instituciones
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST), British Society for Antimicrobial Chemotherapy (BSAC),
Deutsches Institut fiir Normung (DIN), Comité de I’Antibiogramme de la Société Francaise
de Microbiologie (CA-SFM), entre otros;123) dentro de estas instituciones el CLSI es el tnico
que produce documentos con alcance para microbiologia humana y veterinaria por
separado, ya que cuenta con un grupo de expertos “Subcommittee on Veterinary
Antimicrobial Susceptibility Testing (VAST)” encargado del estdandar M31-A3 “Performance
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Standards for Antimicrobial Disk and Dilution Susceptibility Tests for Bacteria Isolated from
Animals”.(163)

Dentro de los articulos cientificos de los Ultimos 10 afios, las metodologias mas utilizadas
para la determinacién de los niveles de susceptibilidad antimicrobiana de los agentes
etioldgicos de la mastitis bovina, fueron la difusién en disco (55.4%), microdilucion en
caldo (40.5%), dilucién en agar (1.6%) y el método de gradiente de concentracion E-test
(2.5%) (Tabla 3-6).

La prueba de difusién en disco o método Kirby-Bauer, se ha descrito como la metodologia
mas utilizada en medicina veterinaria para la determinacion de la susceptibilidad
antimicrobiana de patdégenos de crecimiento rapido.?> 2% Los resultados de esta prueba
son interpretados cualitativamente, clasificando a las bacterias dentro de las categorias de
sensible, sensibilidad intermedia o resistente, basados en la medicidén del didmetro de los
halos de inhibicién del crecimiento bacteriano alrededor de cada antibidtico testeado.16?)
La difusidn en disco es un método sencillo, practico y el mas econdmico, tiene como
ventajas la posibilidad de elegir los antibidticos a evaluar, no requiere de equipos
especiales y los resultados son facilmente interpretados por su presentaciéon
categérica.!’%?) La principal limitacién de la prueba, estd en que el caracter cualitativo de
los resultados, no permite detectar cambios sutiles en los niveles de susceptibilidad, lo
que impide el monitoreo del desarrollo y evolucidn de la resistencia a través del tiempo®>
26,29) o comparaciones validas entre estudios.1?)

La microdilucién en caldo, dilucién en agar y difusién en gradiente de concentracién
(E-test), son los métodos cuantitativos mas utilizados para la determinacion de la
susceptibilidad antimicrobiana de patdégenos implicados en la mastitis bovina;1®V) los
cuales se basan en la evaluacién de la sensibilidad de un inéculo bacteriano estandar
frente a diferentes concentraciones seriadas del antibiético (<0.125, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8>
ug/mL), con el fin de determinar la concentracidn inhibitoria minima (CIM), 162) |a cual es
definida como la concentracién mas baja de un antibidtico que inhibe el crecimiento
bacteriano bajo condiciones in vitro.®®

Métodos robustos como la macrodilucién en caldo o la diluciébn en agar, son
procedimientos tediosos, que requieren una gran cantidad de reactivos y un espacio
amplio para su implementacién; ademas de tener una alta probabilidad de error por la
preparacion manual de las concentraciones antibidticas. Con el desarrollo de
metodologias a menor escala como la microdilucién, se reduce la utilizacién de reactivos,
espacios y tiempo, logrando un método mas reproducible y eficaz, en donde la principal
desventaja en la utilizacidon de paneles comerciales estandar, seria la poca flexibilidad a la
hora de seleccionar los antibidticos requeridos, teniendo que evaluar los medicamentos
preestablecidos en el panel por cada casa comercial;(16%162) en situaciones en las que solo
se necesita conocer la CIM de tan solo uno o dos medicamentos, el método de difusién en
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gradiente de concentracidn (E-test) es el mas adecuado, puesto que permite elegir los
antibidticos a evaluar y ha demostrado una buena correlacién con CIM generadas por
pruebas de dilucién en caldo y agar.(162)

Los resultados arrojados por las diferentes pruebas de susceptibilidad antimicrobiana, sea
el diametro de los halos de inhibicién o la concentracion inhibitoria minima, deben ser
analizados en base a unos criterios de interpretaciéon aprobados, los cuales ayudan a
categorizar el nivel de susceptibilidad de la bacteria frente a cada antibiético evaluado.1?*
164) En la actualidad, dos tipos de criterios de interpretacién estan disponibles, los puntos
de corte clinicos Breakpoints y los valores de corte epidemiolégico ECOFF;1%5) el alcance de
la investigacién y las necesidades por las cuales se evaluaron de los niveles de
susceptibilidad, determinan que criterio debe aplicarse para la interpretacién de los
resultados dentro de cada estudio.!?> 165 Los puntos de corte clinicos Breakpoints, se
deben aplicar, si el objetivo de la interpretacion del dato es la de guiar al médico
veterinario para la instauracién de un tratamiento antibiético, basado en los niveles de
susceptibilidad que mejor predigan el éxito terapéutico.l®® Los valores de corte
epidemioldgico ECOFF, se aplican cuando el alcance y los resultados de la investigacion no
tienen ningln uso clinico y solo pretenden describir la distribucion de la CIM dentro de
una poblaciéon bacteriana, para monitorear la apariciéon y desarrollo de la resistencia
antimicrobiana con fines netamente epidemiolégicos. (123 165)

Los puntos de corte clinicos Breakpoints, son determinados y aprobados por diferentes
instituciones internacionales de normalizacién, siendo Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) y European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST), las
dos principales organizaciones encargadas tanto de la evaluacidn de los datos necesarios
para establecer los puntos de corte para cada combinacion bacteria/antibidtico, como de
la publicacidn periddica de estandares, directrices e instructivos para la implementacién e
interpretacion de pruebas de susceptibilidad antimicrobiana.(®% La interpretacién de los
resultados sea el didmetro de los halos de inhibicidn o la concentracién inhibitoria
minima, mediante los puntos de corte clinicos Breakpoints, ayuda a categorizar la bacteria
como susceptible (actividad antimicrobiana asociada con una alta probabilidad de éxito
terapéutico), susceptibilidad intermedia (actividad antimicrobiana asociada con efecto
terapéutico incierto, la infeccion puede ser tratada adecuadamente en los sitios
fisioldgicos donde el antibidtico se concentra o cuando una alta dosis de medicamento
puede ser utilizado) o resistente (actividad antimicrobiana asociada con una alta
probabilidad de fracaso terapéutico).(163 166, 167)

Los valores de corte epidemiolégico ECOFF, son determinados y aprobados por la
organizacién European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST); al ser
utilizados como criterios de interpretacién de la CIM, separan la poblacion salvaje (Wild
type WT, aquella bacteria que no tiene ningdn mecanismos de resistencia adquirido o
mutacional) de la subpoblacién que ha adquirido susceptibilidad reducida (Non-Wild
Type NWT, aquella bacteria con la presencia de un mecanismo de resistencia adquirida o

21



mutacional para el farmaco que se esta evaluando). Como se menciond anteriormente
este dato no tiene ninguna aplicacion clinica, la susceptibilidad reducida en la
subpoblacion “no salvaje” no siempre implica resistencia clinica; asi como la bacteria de
tipo salvaje puede o no responder clinicamente al tratamiento.®? 167 Para algunas
combinaciones bacteria/antibidtico el punto de corte clinico y epidemiolédgico pueden ser
similares o incluso idénticos, pero este debe ser analizado segun el alcance de la
investigacion.(123)

El 96.8% de los articulos cientificos de los ultimos 10 afios ha utilizado puntos de corte
clinicos Breakpoints para la interpretacién de los resultados de las pruebas de
susceptibilidad antimicrobiana de los agentes etioldgicos de la mastitis bovina, el 3.2%
restante utilizé valores de corte epidemiolégico ECOFF. (Tablas 3-6)

Como se menciond anteriormente el CLSI es la unica organizacién que produce
documentos con alcance para microbiologia veterinaria; el documento estandar M31-A3
“Performance Standards for Antimicrobial Disk and Dilution Susceptibility Tests for
Bacteria Isolated from Animals”, contiene un gran numero los puntos de corte clinicos
aprobados para bacterias aisladas de origen animal,*®® muchos de los cuales son
exclusivos para el uso veterinario y fueron evaluados estrictamente para unas condiciones
especificas de antibiotico/bacteria/enfermedad/huésped y no pueden ser utilizados bajo
otras condiciones.® 123 Tan solo en el 55.9% de las publicaciones, se utilizé el estandar
CLSI M31, en cualquiera de sus 3 ediciones (A,A2 o A3); en el 44.1% restante se utilizaron
estandares con puntos de corte clinicos o epidemiolégicos aprobados para humanos,
32.3% estandares del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) diferentes a M31,
5.4% estandares de otras instituciones (Swedish Veterinary Antimicrobial Resistance
Monitoring (SVARM), Deutsches Institut fiir Normung (DIN), Comité de I’Antibiogramme
de la Société Francaise de Microbiologie (CA-SFM)y Norwegian AFA group), 3.2% puntos
de corte clinicos desarrollados por las casas comerciales que fabrican los discos de
sensibilidad y 3.2% valores de corte epidemioldgico ECOFF (EUCAST)(Tabla 3-6).

Actualmente solo hay 3 compuestos antimicrobianos que cuentan con puntos de corte
clinicos especificos para pruebas de sensibilidad de los patégenos causantes de mastitis
bovina, que son Ceftiofur, Penicilina/Novobiocina y Pirlimicina.(®3® Los criterios para
interpretar los resultados de los demas antibidticos necesariamente se basan en puntos
de corte clinicos aprobados para humanos o para veterinaria pero en diferentes especies y
enfermedades.® 3195 123) Estos resultados no reflejan con precisién la eficacia del farmaco
en el tratamiento de la mastitis bovina, ya que las condiciones de la leche son
completamente diferentes a las del plasma humano;® %) propiedades de la leche como
proteinas, lipidos, pH y las caracteristicas idnicas pueden reducir la concentracion del
agente antimicrobiano activo,® 12%) e| efecto de la leche en los resultados de los niveles de
susceptibilidad antimicrobiana se ha evaluado, en donde la adicion de leche al agar
Mueller-Hinton en la prueba de difusidon en disco, resulté en un disminucién de los
didmetros de los halos de inhibicién para todos los antibidticos evaluados en comparacion
con el medio sin la adiccidn de leche.(124
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Resistencia antimicrobiana de los agentes etioldgicos de la mastitis bovina.

La mastitis bovina es una de las principales condiciones clinicas que conlleva al uso de
antibidticos en bovinos de produccion lechera, correspondiendo aproximadamente a un
tercio del total utilizado en la medicina veterinaria,!*' Ia presién ejercida por la utilizacion
de antibiéticos como promotores de crecimiento, practicas como la terapia del periodo de
secado o la implementacion de tratamientos empiricos, han logrado seleccionar cepas
resistentes, sea por la adquisicion de genes externos o por mutaciones cromosémicas que
regulan la expresién de mecanismos de resistencia‘®? 1°%; aunque la resistencia bacteriana
frente a fdrmacos antibidticos, no es un tema reciente y se informd por primera vez poco
después de que estos fueron aceptados para la implementacidn terapéutica en humanos y
animales,?> en los Ultimos afios se ha convertido en un creciente problema de salud
publica; diferentes bacterias aisladas a partir de muestras de origen animal se han
descrito como posibles reservorios de genes de resistencia que pueden ser transmitidos a
humanos por contacto directo o en alimentos,®® 82 ta| es el caso de Enterococos con
resistencia a vancomicina mediada por el gen vanA aislado en pollos de engorde1%® y
ganado bovino,®8 Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (MRSA) con una alta
prevalencia en porcinos,!1®® equinos y mascotas domésticas.12?)

La resistencia antimicrobiana ha dejado de ser una situacion local, para convertirse en un
problema global, la evidencia de la diseminacidon de bacterias a través de las fronteras
geogréficas ha sido reportada en la literatura;('’? los niveles de susceptibilidad de los
principales agentes etioldgicos de la mastitis bovina reportados en la literatura durante los
Ultimos diez anos, dan cuenta de la distribucion mundial de la resistencia, los 84 articulos
describen resultados de bacterias aisladas en 35 paises de 4 continentes (Europa, Asia,
Africa y América, con 20, 6, 4 y 5 paises respectivamente) dentro de los cuales Estados
Unidos es el pais en el que mas se ha reportado con 10 publicaciones, seguido de Finlandia
con 7, Suecia, Suiza, Korea y Turquia con 6 y Dinamarca, Alemania, Noruega, Brasil e Iran
con 5 cada uno.

Como se mencioné anteriormente, la resistencia en aislados de origen bovino no es un
problema reciente, articulos que describen los niveles de susceptibilidad entre los
patdgenos causantes de mastitis bovina se han publicado desde hace mas de treinta
afos.1%) Sin embargo, en los dltimos diez afios, los nuevos alcances de las herramientas
moleculares, el desarrollo de técnicas y equipos para la determinacién de los niveles de
susceptibilidad, asi como la implementacién de nuevos puntos de corte para la
interpretacion de los resultados en bacterias aisladas de animales, han favorecido el
desarrollo de la investigacién en este campo. Respecto al nUmero de publicaciones por
afo se observd una distribucién homogénea a lo largo de los 10 afios, siendo el 2011, el
afo de mayor produccién académica con el 19% de las publicaciones, y 2004 el de menor
con tan solo 5.9%.
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La literatura cientifica sobre resistencia bacteriana en los ultimos afios, ha descrito dentro
del resistoma intrinseco bacteriano, un fenémeno denomino “Resistencia fenotipica” en la
que ciertas condiciones como la formacidon de biopeliculas, desarrollo de formas de
persistencia bacteriana, desplazamiento tipo “Swarming”, entre otros, le confieren
resistencia transitoria a una poblacién bacteriana que generalmente es susceptible a los
antimicrobianos.*®”) Se describen entonces mecanismos fenotipicos de resistencia
antimicrobiana en bacterias aisladas de leche cruda, independientes de la mutacion o
adquisicion de determinantes genéticos; como la formacién de biopeliculas por parte de
Staphylococcus spp.t16 117. 171) o | persistencia de Staphylococcus aureus variante de
colonias pequefias;(172 173 de donde parten nuevos enfoques para la investigaciéon de la
susceptibilidad antimicrobiana en medicina veterinaria, donde términos como
Concentracién minima de erradicacion de Biofilm o Concentracién minima inhibitoria de
Biofilm, juegan un papel importante en el perfil de susceptibilidad antimicrobiano de los
principales agentes etioldgicos de la mastitis bovina.(1”)
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