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RESUMEN

El presente trabajo se realizó con el fin de determinar la sensi-
bilidad a los antimicrobianos de patógenos mastitogénicos ais-
lados de 158 muestras de leche de cuartos de bovinos mesti-
zos doble propósito de 4 fincas del estado Zulia, Venezuela. A
las muestras de leche recolectadas asépticamente se le deter-
minó la presencia de residuos antimicrobianos a través del
Delvostest® SP. El aislamiento de los patógenos se realizó si-
guiendo especificaciones de la National Mastitis Council. La
sensibilidad a los agentes antimicrobianos se determinó por el
método de difusión en placa (Kirby-Bauer). Sólo dos muestras
de leche presentaron residuos de antimicrobianos. Un total de
133 cepas bacterianas fueron aisladas, 51 Staphylococcus
coagulasa negativa (SCN), 32 S. intermedius, 22 S. aureus, 18
Streptococcus spp y 10 Bacillus spp. Las cepas más resisten-
tes fueron los SCN al presentar resistencia a 9 de los 12 anti-
microbianos probados, seguidos por Bacillus spp (8/12), S. in-
termedius (6/12), S. aureus (5/12) y Streptococcus spp (3/9).
Los mayores porcentajes de resistencia en las diferentes es-
pecies bacterianas aisladas se encontraron frente a los anti-
bióticos beta-lactámicos. De acuerdo a los resultados obteni-
dos se sugiere la implementación de programas nacionales de
monitoreo de resistencia bacteriana en medicina veterinaria
debido al riesgo de transmisión de bacterias antibiótico-resis-
tentes al hombre a través del consumo de productos lácteos
no pasteurizados.

Palabras clave: Sensibilidad, antimicrobianos, patógenos
mastitogénicos, leche.

ABSTRACT

To determine sensitivity of mastitogenic pathogens to antimi-
crobial agents, 158 samples were recollected from milk quar-
ters of dual purpose bovines in four (4) farms of Zulia state,
Venezuela. Samples were analyzed to determine presence of
antibiotics by using the Delvotest® SP. The bacterial culture
isolations were made following the National Mastitis Council
procedures. Sensitivity was determined by Kirby-Bauer
method. Only two samples of milk presented antimicrobial resi-
dues. One hundred thirty three strains were isolated: 51 coagu-
lase negative Staphylococcus (CNS), 32 S. intermedius, 22 S.
aureus, 18 Streptococcus spp y 10 Bacillus spp. The most re-
sistant strains were the CNS showing resistance to 9 of 12 an-
timicrobials, followed by Bacillus spp (8/12), S. intermedius
(6/12), S. aureus (5/12) and Streptococcus spp (3/9). The
highest percents of resistance in the bacterial strains isolated
were founded in beta-lactamic antibiotics. Results from this trial
suggest the implementation of monitoring national programs of
bacterial resistance in veterinary medicine, due to the risks that
could cause to the public health through the intake of non pas-
teurized milk products.

Key words: Sensitivity, antimicrobials, mastitogenic patho-
gens, milk.

INTRODUCCIÓN

La mastitis es considerada una de las enfermedades

más costosas de las fincas lecheras, debido al impacto econó-

mico manifestado en la disminución de la producción de leche,

los gastos por servicio médico veterinario y medicamentos; así

como también, por el volumen de leche descartada durante el
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tratamiento, realizado con el fin de evitar la contaminación de

la totalidad de la leche y el posible daño a la salud pública [5].

Dada la diversidad de agentes etiológicos causantes de

mastitis, existe gran variedad de medidas de control; dentro de

éstas la terapia antimicrobiana ha jugado un papel determinante

en el control de la enfermedad, en especial en los casos en los

cuales su aplicación es realizada en forma apropiada, al identifi-

carse en primer lugar el agente etiológico y posteriormente co-

nocer la sensibilidad del mismo a los antimicrobianos [24].

La prevalencia de mastitis subclínica en Venezuela osci-

la entre un 36 y un 52% [1, 15], y se ha atribuido principalmen-

te a las deficientes condiciones higiénico-sanitarias, lo cual ha

contribuido a la aparición de esta enfermedad y al uso frecuen-

te de la terapia antimicrobiana, la cual se ha venido aplicando

en forma empírica, al desconocerse en la mayoría de los ca-

sos el agente causal y su patrón de sensibilidad a los antimi-

crobianos; quedando muchas veces la elección y suministro

del fármaco, en manos de personal no idóneo de las unidades

de producción.

El uso indiscriminado de los antimicrobianos ha hecho

suponer que las bacterias presentes en la leche producida en

el país, podrían alcanzar elevados porcentajes de resistencia

frente a estos compuestos; por ello, en el estado Zulia, entidad

donde se produce más del 60% de la producción nacional de

leche, se han realizado diversas investigaciones [8, 10-13, 26]

con el fin de determinar los patrones de sensibilidad de las

bacterias aisladas de leche a nivel de receptoría; encontrándo-

se un número considerable de cepas multiresistentes, cuya

presencia se cree está asociada a la selectividad provocada

por la presencia de residuos de antibióticos detectados en la

leche [12, 13].

La presencia de bacterias resistentes a los antimicrobia-

nos tiene una implicación negativa en el tratamiento de las in-

fecciones en animales, por la dificultad que se crea en la se-

lección del fármaco; por otra parte, estas bacterias han sido

consideradas un factor de riesgo para la salud humana por la

posible transmisión al hombre de cepas resistentes a través

del consumo de productos lácteos no pasteurizados; práctica

muy común en el país donde cerca del 50% del queso blanco

que se produce es elaborado a partir de leche cruda [9, 30].

La presente investigación fue realizada con el propósito

de evaluar la sensibilidad a los agentes antimicrobianos, de

patógenos mastitogénicos aislados de leche de cuartos, prove-

niente de animales mestizos doble propósito en cuatro fincas

del estado Zulia, Venezuela.

MATERIALES Y MÉTODOS

Animales

Para el desarrollo del estudio se escogieron cuatro ex-

plotaciones ganaderas cuyos propietarios se mostraron dis-

puestos a participar en la investigación, las fincas estaban ubi-

cadas en los municipios San Francisco, Miranda y Rosario de

Perija del estado Zulia. Cada finca fue visitada en una ocasión

durante el ordeño vespertino donde se seleccionaron aleato-

riamente el 10% de las vacas en ordeño (10 animales por fin-

ca).

Muestras de leche

Se recolectaron 158 muestras de leche, provenientes de

igual número de cuartos productivos. Previo a la recolección

de la muestra, los pezones fueron desinfectados con una solu-

ción iodada y secados con papel absorbente, posteriormente

se descartó el primer chorro y se procedió a la recolección de

60 ml de leche de cada cuarto en recipientes estériles separa-

dos [19]. Al finalizar, las muestras fueron transportadas en ca-

vas con hielo hasta el laboratorio para su análisis.

Residuos de antimicrobianos

A su llegada al laboratorio las muestras fueron examina-

das para detectar la presencia de residuos de antimicrobianos.

Se empleó el método comercial Delvotest® SP (GistBrocades

Delft, the Netherlands), siguiéndose las especificaciones del

fabricante con la utilización de control positivo y negativo. En

esta prueba de inhibición microbiana se emplea el Bacillus

stearothermophilus var. calidolactis como microorganismo.

Aislamiento e identificación de patógenos mastitogénicos

El aislamiento de los patógenos mamarios se realizó a

partir del medio de agar sangre siguiendo las especificaciones

de la National Mastitis Council [23]. La identificación de los di-

ferentes agentes bacterianos se basó en sus características

morfológicas y bioquímicas de acuerdo a metodología diag-

nóstica previamente mencionada [19-21].

Prueba de sensibilidad a los agentes antimicrobianos

La evaluación de la sensibilidad bacteriana a los antimi-

crobianos se realizó mediante el método de difusión en placa,

utilizándose la técnica de Kirby-Bauer estandarizada por el Na-

tional Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS)

[22]. Luego de la identificación bioquímica de especie, se to-

maron de 3 a 5 colonias de cada patógeno y se suspendieron

en caldo soya tripticasa (Merck) el cual era incubado a 35°C

por 24 horas. Posteriormente, la suspensión se ajustó a una

turbidez equivalente a 0,5 de la escala de McFarland (corres-

pondiente a 1,5 × 108 ufc/mL). En seguida, la suspensión es-

tandarizada fue sembrada en la superficie del agar Mueller

Hinton (Merck) y sobre el inóculo se colocaron los sensidiscos

(BBLTM) recomendados para las cepas de Staphylococcus spp

y Bacillus spp por la NCCLS [22]: penicilina (10UI), oxacilina

(1 µg), ampicilina (10 µg), cefotaxima (30 µg), ceftriaxone

(30 µg), vancomicina (30 µg), gentamicina (10 µg), eritromicina

(15 µg), tetraciclina (30 µg), ciprofloxacina (5 µg), ofloxacina

(5 µg), clindamicina (2 µg), trimetoprim/sulfametoxazole

(1,25 µg/23,75 µg), cloranfenicol (30 µg) y rifampicina (5 µg).
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Para las cepas aisladas de Streptococcus spp se utiliza-

ron los sensidiscos (BBLTM) sugeridos por el NCCLS [22]: pe-

nicilina (10UI), ampicilina (10 µg), cefotaxima (30 µg), ceftria-

xone (30 µg), vancomicina (30 µg), eritromicina (15 µg), ofloxa-

cina (5 µg), cloranfenicol (30 µg) y clindamicina (2 µg). Una

vez colocados los sensidiscos, el medio fue incubado por 18-

24 horas a 35°C. Como cepa control se utilizó S. aureus ATCC

25923. Los resultados de la prueba de sensibilidad fueron ca-

tegorizados como susceptibles (S), intermedios (I) y resisten-

tes (R) basados en los criterios de interpretación de la NCCLS

[22].

El disco de oxacilina fue incluido para detectar resisten-

cia a la meticilina, por ser este antibiótico más estable que la

meticilina y proveer resultados más confiables. Las cepas de

Staphylococcus spp penicilina resistentes y oxacilina sensibles

se reportan como resistentes a penicilinas lábiles a las �-lact-

amasas (ampicilina), mientras que las cepas oxacilina resis-

tentes se reportan como resistentes a todos los �-lactámicos

utilizados (penicilina y ampicilina) [22].

Análisis de los resultados

La interpretación de sensibilidad y resistencia se basó

en las recomendaciones de la NCCLS [22]. A cada especie

bacteriana identificada, se le cálculo el porcentaje de cepas

susceptibles, resistentes e intermedias.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Del total de muestras analizadas sólo dos (1,26%) resul-

taron positivas a la prueba de detección de residuos de anti-

bióticos, este resultado es bajo al compararse con lo obtenido

en algunas investigaciones realizadas en otras zonas del esta-

do Zulia al evaluar muestras de leche cruda a nivel de recepto-

ría. Rivero y col. [26], encontraron que de 216 muestras de le-

che cruda recogida a nivel de tanques de enfriamiento el

20,4% presentaba residuos. Faría y col. [10], al estudiar 416

muestras de leche cruda tomada a nivel de cántara en recep-

toría reportaron un 11,53% de muestras positivas. Otra investi-

gación realizada por los mismos autores [14], en 200 muestras

de leche obtuvieron un 22,5% de positividad a la prueba de

detección de residuos de antimicrobianos.

En las 158 muestras de leche de cuartos analizadas se

aislaron 133 cepas bacterianas, 51 (38,34%) Staphylococcus

coagulasa negativa (SCN), 32 (24,06%) Staphylococcus in-

termedius, 22 (16,54%) Staphylococcus aureus, 18 (13,53%)

Streptococcus spp y 10 (7,51%) Bacillus spp. Estos resulta-

dos se corresponden con los obtenidos en diversas investiga-

ciones realizadas en la región [1, 8, 14, 18], donde se ha re-

portado al género Staphylococcus y Streptococcus como los

principales agentes etiológicos en la producción de mastitis

subclínica.

De las 51 cepas de Staphylococcus coagulasa negativa

(SCN) aisladas, 8 (15,68%) fueron resistentes a un antibiótico,

15 (29,41%) presentaron resistencia a dos o más agentes anti-

microbianos mientras que 28 (54,90%) de los aislamientos fue-

ron susceptibles a los 12 antimicrobianos probados. El porcen-

taje de resistencia encontrado fue más bajo al compararlo con

lo reportado por Faría y col. [12], quienes aislaron 20 cepas de

SCN en leche recolectada a nivel de cántara en el estado Zu-

lia, las cuales se caracterizaron por ser todas multiresistentes.

Los SCN se han caracterizado por ser resistentes a más

de un agente antimicrobiano, y poco susceptibles a los antibió-

ticos cuando se comparan con los Staphylococcus coagulasa

positiva [25], condición que dificulta el tratamiento de los pro-

cesos infecciosos que ocasionan.

En la TABLA I se muestran los resultados de la prueba

de sensibilidad de los SCN frente a los antimicrobianos proba-

dos. La mayor resistencia de los SCN se observó frente a pe-

nicilina y ampicilina (25,49%). En otros países latinoamerica-

nos como Chile [28] y Argentina [17] se han reportado resulta-

dos similares (25 y 27,6%, respectivamente) a los obtenidos

en la presente investigación en cuanto a la resistencia de SCN

a penicilina.

También se observó resistencia frente a tetraciclina

(15,68%), eritromicina (11,76%) y clindamicina (9,80%); resul-

tados similares a lo reportado en otros estudios [12, 32]. Todos

los aislamientos de SCN se presentaron susceptibles a cipro-

floxacina, rifampicina y vancomicina. La literatura describe que

a estos antibióticos son sensibles la mayoría de los SCN in vi-

tro [2].

En relación a S.intermedius, ocho (25%) aislamientos

presentaron resistencia a dos o más drogas, mientras que 24

(75%) resultaron susceptibles a todos los antibióticos. Se ha

reportado que las cepas resistentes de S. intermedius se ca-

racterizan por presentar una resistencia dual o triple [32]. Un

comportamiento similar fue reportado por Faría y col. [12], en

cepas aisladas de leche de cántaras.

En la TABLA II se presentan los resultados de suscepti-

bilidad de S. intermedius frente a los 12 antimicrobianos pro-

bados. El mayor porcentaje de resistencia para S. intermedius

se observó frente a penicilina (15,63%), ampicilina (12,50%) y

tetraciclina (12,50%); estos resultados difieren con lo encontra-

do en cepas aisladas en leche de cántara contaminadas con

residuos de antibióticos [12] donde se aislaron cepas de S. in-

termedius resistentes 100% ante penicilina, oxacilina y lincomi-

cina. Estos resultados evidencian la importancia de realizar la

prueba de sensibilidad a los antimicrobianos, previo a la apli-

cación del tratamiento, debido a las variaciones de patrones

de sensibilidad de las cepas aisladas de una finca a otra y en

diferentes sectores dentro de un mismo estado.

La resistencia a eritromicina, clindamicina y cloranfenicol

se encontró por debajo del 10%. Todas las cepas fueron sus-
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ceptibles a gentamicina, ciprofloxacina, rifampicina, vancomici-

na, trimetoprim sulfametoxazole y oxacilina.

De las 22 cepas aisladas de S. aureus, sólo 3 (13,63%)

presentaron resistencia múltiple, al ser resistentes a más de

3 antibióticos, las 19 (86,36%) cepas restantes se mostraron

sensibles a todas las drogas probadas. Ocasionalmente en

medicina veterinaria se reportan aislamientos de cepas multi-

resistentes de S. aureus [6, 7, 29, 31]. La importancia de estas

cepas radica en que pueden ser transmitidas al humano a tra-

vés del consumo de leche o de quesos elaborados con leche

cruda, práctica muy común en el país [14].

La TABLA III muestra los porcentajes de susceptibilidad

y resistencia de S.aureus frente a los 12 antimicrobianos pro-

bados. La mayor resistencia (13,63%) se observó frente a pe-

nicilina y ampicilina, seguido por un 9,09% de resistencia a te-

traciclina, eritromicina y oxacilina. Resultados similares al re-

portado por D´Pool [8], en cepas de Staphylococcus hemolíti-

cos aislados de mastitis bovina en el estado Zulia, pero dife-

rentes de los encontrados por Faria y col. [12] quienes aislaron

cepas de S. aureus en leche con residuos de antimicrobianos

resistentes 100% a penicilina, oxacilina y 60% a cefoperazone.

Estudios realizados en diferentes países sobre sensibilidad an-

timicrobiana de S. aureus de origen bovino, han revelado que
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TABLA II
SENSIBILIDAD IN VITRO DE CEPAS DE Staphylococcus intermedius AISLADAS DE LECHE DE CUARTOS DE BOVINOS

MESTIZOS DOBLE PROPÓSITO FRENTE A DIFERENTES ANTIMICROBIANOS

Agente Antimicrobiano Susceptibilidad (%) Resistencia (%) Intermedio (%)

Tetraciclina 87,50 12,50 0,00

Cloranfenicol 96,87 3,12 0,00

Gentamicina 100,00 0,00 0,00

Ampicilina 87,50 12,50 0,00

Ciprofloxacina 100,00 0,00 0,00

Rifampicina 100,00 0,00 0,00

Vancomicina 100,00 0,00 0,00

Eritromicina 90,62 9,37 0,00

Trimetoprim/sulfametoxazole 100,00 0,00 0,00

Oxacilina 100,00 0,00 0,00

Penicilina 84,38 15,63 0,00

Clindamicina 90,62 9,37 0,00

TABLA I
SENSIBILIDAD IN VITRO DE CEPAS DE Staphylococcus COAGULASA NEGATIVA AISLADAS DE LECHE

DE CUARTOS DE BOVINOS MESTIZOS DOBLE PROPÓSITO FRENTE A DIFERENTES ANTIMICROBIANOS

Agente Antimicrobiano Susceptibilidad (%) Resistencia (%) Intermedio (%)

Tetraciclina 84,31 15,68 0,00

Cloranfenicol 94,11 5,88 0,00

Gentamicina 98,03 1,96 0,00

Ampicilina 74,50 25,49 0,00

Ciprofloxacina 100,00 0,00 0,00

Rifampicina 100,00 0,00 0,00

Vancomicina 100,00 0,00 0,00

Eritromicina 88,23 11,76 0,00

Trimetoprim/sulfametoxazole 94,11 5,88 0,00

Oxacilina 96,07 3,92 0,00

Penicilina 74,50 25,49 0,00

Clindamicina 90,19 9,80 0,00



la mayor resistencia de este microorganismo se presenta con-

tra los antibióticos betaláctamicos y aminoglucósidos y en me-

nor proporción contra macrólidos, lincosamina/clindamicina,

tetraciclina y sulfonamidas [3, 4, 16, 28, 32].

Dentro del género Streptococcus se identificaron dos es-

pecies; S. agalactiae (94%) y S. bovis (6%), este último mostró

susceptibilidad a todos los antibióticos probados, mientras que

S. agalactiae presentó resistencia en un 5,88% a penicilina,

ampicilina y eritromicina (TABLA IV), estos resultados coinci-

den con lo reportado por Roberts y Brown [27], quienes encon-

traron una resistencia de 7% del género Streptococcus frente

a eritromicina.

La resistencia de 5,88% observada en las cepas aisla-

das de S. agalactiae debe ser considerada, por cuanto este

género se ha caracterizado por ser sensible in vitro a los anti-

bióticos �-lactámicos [9]. Esta situación puede ser debida al

uso extensivo de estas drogas (�-lactámicos) en el país, al ser

utilizados como tratamiento de elección para las infecciones

ocasionadas por Streptococcus, esta condición crea la necesi-

dad de racionalizar su uso.

Se identificaron 6 especies del género Bacillus: B. circu-

lans, B. polymyxa, B. macerans, B. cereus, B. sphaericus y B.

megaterium. El 90% de las cepas presentaron resistencia múl-

tiple, al ser resistente a más de un antimicrobiano. Los fárma-

cos que resultaron efectivos fueron: tetraciclina, cloranfenicol,

gentamicina y ciprofloxacina (TABLA V). Casi todas las espe-

cies presentaron una baja susceptibilidad a los agentes �-lact-

ámicos, este hecho también ha sido reportado previamente

por Faría y col. [13], quienes reportaron una resistencia del

100% frente a penicilina y oxacilina. Esta resistencia puede ser

causada por modificación enzimática del agente antimicrobia-

no debido a la producción de �-lactamasa.
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TABLA III
SENSIBILIDAD IN VITRO DE CEPAS DE Staphylococcus aureus AISLADAS DE LECHE DE CUARTOS DE BOVINOS

MESTIZOS DOBLE PROPÓSITO FRENTE A DIFERENTES ANTIMICROBIANOS

Agente Antimicrobiano Susceptibilidad (%) Resistencia (%) Intermedio (%)

Tetraciclina 90,90 9,09 0,00

Cloranfenicol 100,00 0,00 0,00

Gentamicina 100,00 0,00 0,00

Ampicilina 86,36 13,63 0,00

Ciprofloxacina 100,00 0,00 0,00

Rifampicina 100,00 0,00 0,00

Vancomicina 100,00 0,00 0,00

Eritromicina 90,90 9,09 0,00

Trimetoprim/sulfametoxazole 100,00 0,00 0,00

Oxacilina 90,90 9,09 0,00

Penicilina 86,36 13,63 0,00

Clindamicina 100,00 0,00 0,00

TABLA IV
SENSIBILIDAD IN VITRO DE CEPAS DE Streptococcus agalactiae AISLADOS DE LECHE DE CUARTOS DE BOVINOS

MESTIZOS DOBLE PROPÓSITO FRENTE A DIFERENTES ANTIMICROBIANOS

Agente Antimicrobiano Susceptibilidad (%) Resistencia (%) Intermedio (%)

Cloranfenicol 100,00 0,00 0,00

Ampicilina 88,23 5,88 5,88

Vancomicina 100,00 0,00 0,00

Eritromicina 94,11 5,88 0,00

Penicilina 88,23 5,88 5,88

Clindamicina 94,11 0,00 5,88

Cefotaxima 100,00 0,00 0,00

Ceftriazone 100,00 0,00 0,00

Ofloxacina 100,00 0,00 0,00



A excepción de la resistencia a clindamicina, la resis-

tencia a otros agentes antimicrobianos fue muy variada entre

las diferentes especies aisladas. La presencia de especies

del género Bacillus, resistentes a agentes antimicrobianos

�-lactámicos (penicilina, ampicilina, oxacilina), a clindamicina

y ocasionalmente a otros fármacos (rifampicina, trimeto-

prim/sulfametoxazole, vancomicina y eritromicina) sugieren

que la selección de los antibióticos para el tratamiento de in-

fecciones por Bacillus se debe basar en la prueba de sensibi-

lidad in vitro, debido a la existencia de variabilidad de la sen-

sibilidad significativa que presenta el género ante los antimi-

crobianos.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

De las especies bacterianas aisladas los SCN fueron los

más resistente a los fármacos probados, seguido por los miem-

bros del género Bacillus y por las especies S. intermedius y S.

aureus, mientras que, las cepas de Streptococcus spp. resulta-

ron ser las más sensibles a los agentes antimicrobianos.

El antibiótico al cuales las especies aisladas exhibieron

mayor resistencia fue contra los �-lactámicos (penicilina y am-

picilina).

Los resultados obtenidos indican que la terapia antimi-

crobiana en el ganado lechero de las cuatro fincas estudiadas

no está ajena a la problemática de la resistencia bacteriana.

Se sugiere la realización de estudios posteriores que in-

cluyan un número representativo de fincas a nivel de la región

zuliana para conocer la situación regional con referencia a la

sensibilidad a los antimicrobianos de patógenos causantes de

mastitis bovina, así como también, la implementación de pro-

gramas permanentes de monitoreo de sensibilidad bacteriana

en medicina veterinaria con el fin de adoptar medidas para evi-

tar que la resistencia continúe en aumento.
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