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Resumen

El objetivo de la investigacion fue evaluar la susceptibilidad antibidtica de
Mannheimia haemolytica y Pasteurella multocida aisladas de crias de alpacas con signos
de neumonia de las comunidades de Huancavelica. Se muestreo a 95 crias de alpacas de
raza huacaya con signos de neumonia, crias menores de 60 dias de nacidos, de 4
comunidades aledafios a la provincia de Huancavelica, las muestras fueron recolectadas
por hisopados nasales en frascos estériles con buffer peptonada. Para obtener cepas de
Pasteurella multocida, Mannheimia haemolytica fueron cultivadas en agar Colombia y
BIH enriguecidas con sangre de alpaca desfibrinada e identificadas a través de
caracterizacion morfoldgica, microsclpica y pruebas bioquimicas. Para el estudio de
sensibilidad antibiotica se realizd mediante el método de Kirby-Bauer, donde fueron
cultivados en agar Miiller Hilton enriquecidos con caldo BIH y probandose 6 antibiéticos
méas usuales en la veterinaria. Los resultados evidencian donde se determiné alta
prevalencia de cepas de Mannheimia haemolytica 53%, Pasteurella multocida
37%, asociados Mannheimia haemolytica - Pasteurella multocida 23%; resultando
los antibidticos de Estreptomicina, Levofloxacina, Ciprofloxacina y Amoxicillin-
clavulanic acid con tendencias altas de susceptibilidad y resistencia antibiotica la
Penicilina y Tetraciclina para ambas cepas de Mannheimia Haemolytica y
Pasteurella Multocida. En conclusion, se reportan alta prevalencia de bacterias
Mannheimia haemolytica y Pasteurella multocida en muestras de crias de alpacas
con casos de neumonias y alta susceptibilidad antibiotica frente a los antibidticos
mas usuales de la veterinaria.

Palabras clave: neumonia, antibidtico, susceptibilidad, resistencia, alpaca.
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Abstract

The objective of the research was to evaluate the antibiotic susceptibility of
Mannheimia haemolytica and Pasteurella multocida isolated from alpaca calves
with signs of pneumonia in the communities of Huancavelica. We sampled 95
offspring of huacaya alpacas with signs of pneumonia, offspring less than 60 days
old, from 4 communities near the province of Huancavelica, the samples were
collected by nasal swabs in sterile bottles with pepton buffer. To obtain strains of
Pasteurella multocida, Mannheimia haemolytica were cultured on Colombia agar
and BIH enriched with defibrinated alpaca blood and identified through
morphological and microscopic characterization and biochemical tests. For the
antibiotic sensitivity study, the Kirby-Bauer method was used, where they were
cultured on Midller Hilton agar enriched with BIH broth and 6 antibiotics most
commonly used in veterinary medicine were tested. The results show a high
prevalence of strains of Mannheimia haemolytica 53%, Pasteurella multocida 37%,
associated Mannheimia haemolytica - Pasteurella multocida 23%; resulting the
antibiotics Streptomycin, Levofloxacin, Ciprofloxacin and Amoxicillin-clavulanic
acid with high susceptibility trends and antibiotic resistance to Penicillin and
Tetracycline for both strains of Mannheimia Haemolytica and Pasteurella
Multocida. In conclusion, we report high prevalence of Mannheimia haemolytica
and Pasteurella multocida bacteria in samples of alpacas with cases of pneumonia

and high antibiotic susceptibility to the most common veterinary antibiotics.

Key words: pneumonia, antibiotic, susceptibility, resistance, alpaca.
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Introduccion

La crianza de alpaca en el Perd, es una actividad de importancia econémica
para los criadores comunales y empresas asociativas, sin embargo, la actividad es
mermada por elevadas mortalidades de crias de alpacas, asi como en las épocas de
invierno y verano; resultando las patologias neumonicas bacterianas como segunda
causa de mortalidad en crias de alpacas y siendo como agentes causales la
Pasteurella multocida y Mannheimia haemolytica dentro de la familia pasteurelas
(Rosadio et al. 2011); (Guzman 2011).

Por otro lado, los agentes patogenos de Pasteurella multocida y Mannheimia
haemolytica tienen una presentacion en forma asociada a agentes virales,
favorecidos por variaciones factores climatolégicos y el estrés del animal Cirilo
(2008); lo cual hace su complejidad de tratamientos terapéuticos, ademas existentes
escasos estudios en esta patologia con diagnosticos corroborados mediante
laboratorio microbiolégico y clinico (Rosadio et al. 2011)

Asi mismo las tendencias altas de mortalidad, morbilidad de crias de alpacas
estarian relacionados a que los productores no asumieran con responsabilidad de
realizar los tratamientos oportunos y eficientes bajo estudios de laboratorio para
lograr un diagndstico definitivo (Carhuapoma et al. 2019), solo utilizan de forma
tradicional e irresponsable de las diferentes agroveterinarias que tampoco no
garantizan la calidad de los productos veterinarios y estos factores estarian como
precursores de la resistencia a antibacterianos por las tendencias altas de
mortalidades de neonatos de alpacas (Carhuapoma et al. 2020), donde en las alpacas
existen escasos estudios y muy promisorios, por tanto no se cuenta con una base de
datos actualizado y real sobre la susceptibilidad antibiotica referentes a Pasteurella
multocida y Mannheimia haemolytica en alpacas.

Desde esa perspectiva nace la importancia de la investigacion con el fin de
evaluar la susceptibilidad antibidtica de Mannheimia haemolytica y Pasteurella
multocida aisladas de crias de alpacas con signos de neumonia de las comunidades
de Huancavelica, asi disminuir los altos indices de mortalidad de neonatos, ya que

XV



se traduce en graves pérdidas econémicas para el productor alpaquero, de tal forma
realicen el buen manejo de los medicamentos veterinarios y minimizar el uso

inapropiado de antibioticos que impactan negativamente la salud animal y que no
se generen multirresistencia antibidtica.

XVi



1.1.

CAPITULO |
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Descripcion del problema

Internacional

Estudios realizados Pasteurella multocida es la bacteria oportunista mas
frecuentemente asociada en las enfermedades respiratorias en las especies
de la familia Camelidae. Por otro lado, estudios mas recientes reportan
altos niveles de seroconversion en camélidos sudamericanos (CSA) para
Pasteurella multocida y Mannheimia haemolitica en seis provincias de
Argentina, lo cual indica que estas bacterias podrian estar causando
infecciones subclinicas en estas especies (Diaz et al. 2017) (Diaz et al.
2017). Asi mismo, en Per( han sido reportados casos de muertes de alpacas

por neumonia aguda.

Ocasionando una marcada reduccién de la ganancia de peso vivo,
elevados costos de manejo, medicamentos, servicios veterinarios y la
pérdida de material genético (Blood y Radostits 1992) y ello con lleva a la
vez importantes pérdidas economicas, la inestabilidad de la produccién

animal y repercutiendo negativamente la sostenibilidad econémica del

17



criador y siendo el agente patoldgico bacteriano de importancia clinica la
Pasteurella multocida y Mannheimia haemolytica y stroptococus
neumoniae (Wikse 1985).

Con la aparicion y el uso de los antibi6ticos en la produccion animal
en los paises de Colombia, Brasil, Argentina, Uruguay y en otros paises
latinoamericanos, la resistencia a los antibioticos ha emergido como uno de
los principales problemas emergentes terapéuticos en las especies de
vacunos, ovinos, porcinos y aves lo que ha obligado a mantener una lucha
constante en cuanto al uso adecuado de antibidticos (Fierro et al. 2011) y
que la tendencia de la prevalencia e incidencia de patologias neumonicas
bacterianos se han incrementado por ello la deteccién de mecanismos de
resistencia se constituye en un reto y una necesidad para la contencién de

este problema en la produccion animal (Arenas y Moreno 2018).

La crianza de alpaca en el Per(, representa un importante recurso
econdmico para los productores de las comunidades campesinas y empresas
asociativas, sin embargo, su produccién se ve mermada por una elevada
mortalidad en crias de alpacas esencialmente en la época de verano con
mayor frecuencia; las patologias neumonicas bacterianas se reportan como
segunda causa de mortalidad en crias de alpacas, donde se identifica a
Pasteurella multocida como principal agente involucrado en neumonias
agudas (Calsin 2008); (Rosadio et al. 2011) y (Guzméan 2011).

Existen algunos estudios que reportan tambien a Mannheimia
haemolytica como causa de neumonias en alpacas (Ameghino 1991),
ademas de afectar a otras especies como vacunos, ovinos y porcinos
relacionados a neumonia enzodtica. Estos patogenos (Pasteurella multocida
y Mannheimia haemolytica) pueden tener una presentacion en forma
asociada a agentes virales, favorecidos por variaciones climatolégicas y el
estrés del animal (Cirilo 2008); (Rosadio et al. 2011).

18



Por otro lado, los productores no asumen con responsabilidad de
realizar los tratamientos oportunos y eficientes debido a que no realizan
estudios de laboratorio para lograr un diagndéstico definitivo Carhuapoma et
al. (2018), ademas no cuentan con una prescripcion correcta de los
antibacterianos que deberian utilizar para el tratamiento de sus animales,
solo adquieren de forma tradicional e irresponsable de las diferentes agro
veterinarias que tampoco garantizan la calidad de los productos veterinarios,
por ello se presume que la resistencia a antibacterianos se da de forma

permanente y sostenida.

En la region de Huancavelica las patologias neumaonicas no son muy
estudiados desde la perspectiva epidemiolégica y bacterioldgica
esencialmente de niveles de resistencia antimicrobiana de Pasteurella
multocida y Mannheimia haemolytica, pero existen altos indices de
prevalencia de cuadros neumonicos que superan mortalidades de 24%
siendo afectadas esencialmente las crias de alpacas, las tendencias altas
patologias neumdnicas bacterianas se deberian a que los productores no
vienen realizando un manejo adecuado sanitario (estudios de laboratorios)
y la déficit asistencia técnica por parte de las entidades involucradas

(Dircams).

Ello hace que los productores realicen tratamientos inapropiados
utilizando productos veterinarios de dudosas procedencias generandoles
altos costos terapéuticos inefectivos, ademas de ello el uso de antibioticos
veterinarios no solo estarian relacionados a tratamientos terapéutico si no al
uso indiscriminado de profilaxis o para prevenir las infecciones

(suministrados en los alimentos o el agua).

Para la promocion de crecimiento y sin la consideracion de la
aplicacién de buenas practicas en el uso de medicamentos veterinarios
(BPMV) ello estaria representado un riesgo de contaminacion y exposicion

a antibioticos y por ello se presume que se estd generando la presencia de
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1.2.

1.3.

patdgenos bacterianos multirresistentes a diferentes antibacterianos

veterinarios.

Formulacion del problema

Problema general

¢Cual es la susceptibilidad antibiodtica frente a Mannheimia haemolytica y
Pasteurella multocida aisladas de crias de alpacas con signos de neumonia

de las comunidades de Huancavelica?
Problema Especifico

¢Cuanto es la prevalencia de Mannheimia haemolytica y Pasteurella
multocida aisladas en crias de alpacas con signos de neumonia de las

comunidades de Huancavelica?

¢Cuanto es la resistencia antibitica de Mannheimia haemolytica y
Pasteurella multocida aisladas de crias de alpacas con signos de neumonia

de las comunidades de Huancavelica?

¢Cuanto es la sensibilidad antibidtica de Mannheimia haemolytica y
Pasteurella multocida aisladas de crias de alpacas con signos de neumonia

de las comunidades de Huancavelica?

Objetivos

1.3.1. Objetivo general

» Evaluar la susceptibilidad antibiética de Mannheimia haemolytica y
Pasteurella multocida aisladas de crias de alpacas con signos de

neumonia de las comunidades de Huancavelica.
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1.3.2. Objetivos especificos

» Comprobar la prevalencia de Mannheimia haemolytica vy
Pasteurella multocida en crias de alpacas con signos de neumonia
de las comunidades de Huancavelica.

» Comprobar la resistencia antibiética de Mannheimia haemolytica y
Pasteurella multocida aisladas de crias de alpacas con signos de
neumonia de las comunidades de Huancavelica.

» Comprobar la sensibilidad antibiética de Mannheimia haemolytica 'y
Pasteurella multocida aisladas de crias de alpacas con signos de

neumonia de las comunidades de Huancavelica.

21



1.4.

Justificacion

El estudio que se realiz6 adquiere relevancia y se justifica desde 3 aspectos
fundamentales toda vez que es una investigacion pionera para la zona y en

la especie que pretende el estudio.

Desde el aspecto cientifico los resultados de la investigacion
contribuirdn como bases de datos para futuras investigaciones relacionados
al tema de la investigacion, asi mismo tendra soporte tedrico en la
susceptibilidad antibidtica en los agentes bacterianos de Mannheimia
haemolytica y Pasteurella multocida en alpacas, en vista de que no existen

reportes cientificos basados en el tema de la investigacion.

Desde el aspecto social la aparicién de patdgenos bacterianos
neumonicos como la Mannheimia haemolytica y Pasteurella multocida
resistentes a antibioticos se encuentra bien documentado en ambito de salud
publica, pero existen escasos estudios de la resistencia antibacteriana en
animales de produccion, por ello los resalados de la investigacion
contribuirdn para que pueden disefiar programas de control de vigilancia
antibidtica las instituciones involucradas en el sector alpaquero y que
pueden utilizar de manera responsable los antibidticos en las granjas o
comunidades alto andinos, de tal manera pueden minimizar la mortalidad
de crias de alpacas por patologias nemonicos mejorar la sostenibilidad socio

econdémica.
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1.5.

Por ello la susceptibilidad antibidtica frente a cepas de Mannheimia
haemolytica y Pasteurella multocida aisladas de crias de alpacas con signos
de neumonia y estos resultados contribuiran a la aplicacion correcta y el uso
adecuado de medicamentos veterinarios y con ello se minimizara el uso
inapropiado de los antibidticos que impactan negativamente la salud animal
donde no se generen multirresistencia y las instituciones como la
DIRCAMS y otros realicen estrategias educativas con los productores para

la prevencion de agentes infecciosos resistentes a farmacos.

En el contexto socioeconémico la aplicacion correcta de buenas
practicas en el uso de medicamentos veterinarios en los procesos
terapéuticos contribuird a mitigar los altos indices de prevalencia de cuadros
neumonicos y mortalidades de crias de alpacas y con ello el criador mejorara
su condicion socio econémica y la sostenibilidad de la crianza de las

alpacas, asi mismo se minimizara la pérdida de material genético.

Limitaciones

Adgquisicion de reactivos y materiales de laboratorio ya que son costosos y
no se encuentra en los mercados de la region, a pesar de ello se lograron a

desarrollar los objetivos de la investigacion

Traslado de las muestras para el estudio al laboratorio debido a que

los protocolos establece en menos de 6 horas su coprocultivo.

Se tubo muchos inconvenientes en la busqueda de informaciones por
la falta de reportes cientificos con relacion a la sensibilidad antibiotica de
Mannheimia haemolytica y Pasteurella multocida en casos de crias de

alpacas con signos de neumonia.
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2.1.

2.1.1.

CAPITULO II
MARCO TEORICO

Antecedentes
A nivel Internacional

Esaki et al. (2005), realizaron: Antimicrobial Susceptibility of Mannheimia
haemolytica Isolates from Cattle in Japan from 2001 to 2002- Jap6n; donde
examinaron un total de 27 aislamientos clinicos de Mannheimia
haemolytica de ganado bovino en Japén desde 2001 hasta 2002 el objetivo
fue detectar la susceptibilidad antimicrobiana a 25 agentes antimicrobianos,
los resultados fueron de 27 aislamientos, siete aislamientos (26,9%) fueron
resistentes al menos uno de los 25 medicamentos y las tasas de resistencia
variaron de 3,7 a 18,5%., la tasa de resistencia a la dihidroestreptomicina
fue 18,5%, la oxitetraciclina 11,1% y la doxiciclina 11,1%) siendo
relativamente altas y los farmacos restantes fueron menos del 10%. Llegaron
a la conclusion que para una terapia efectiva y de prevencién el aumento de
multiples farmacos deberia ser prudente y se deberia realizar sobre la base

de su antimicrobiano para pruebas de susceptibilidad.

Pijoan y Aguilar (2000), investigaron: Resistencia y sensibilidad a
antimicrobianos en cepas de Pasteurella haemolytica, multocida vy
Haemophilus somnus, aisladas en becerras lecheras en establos de Tijuana-
México; el objetivo de estudio es la frecuencia de resistencia o sensibilidad

in vitro a diferentes antibidticos en 34 cepas de Pasteurella multocida, 31
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de Pasteurella haemolytica y 11 de Haemophilus somnus, obtenidas de
neumonia pulmones de terneros lecheros de Tijuana y Rosarito en el estado
de Baja California en México a partir de enero 1996 a marzo de 1997; los
resultados obtenidos fueron una prevalencia muy alta mayor de 90% de
resistencia en Pasteurella spp frente a kanamicina y lincomicina, P.
haemolytica mayor de 80% de resistencia a penicilina y estreptomicina y
Haemophilus somnus a penicilina, estreptomicina y ampicilina. Ademas,
méas del 20% de los aislamientos fueron resistentes a los antibidticos
recientemente liberados de tilmicosina y fluorfenicol, ademés encontraron
que todas las cepas estudiadas fueron sensibles a la cefotaxima, y méas del
87% fueron sensibles a la mezlocilina o cefalexime y llegaron a la
conclusion que los veterinarios y productores lecheros de la region de
Tijuana, sean mas responsables en la utilizacion de antibidticos en el
tratamiento de neumonias en becerras, debido al peligro creciente de la
diseminacion de cepas de Pasteurella spp o Haemophilus somnus
resistentes a la mayoria de los antimicrobianos, lo cual puede complicar en

el futuro el tratamiento de estos animales.

Viana et al. (2007), investigaron: Susceptibilidade in vitro a
antimicrobianos da Mannheimia haemolytica e da Pasteurella multocida
aisoladas de ovinos sadios e com doencas respiratorias — Brasil; el objetivo
fue evaluar la susceptibilidad in vitro de estos microorganismos frente a los
antimicrobianos, para ello tomaron muestras de nasofaringe (n = 180) y
orofaringe (n = 82) de ovinos con y sin enfermedad respiratorio; los
resultados fueron que la sensibilidad mayor fue para enrofloxacina (100%)
y florfenicol (100%) y encontraron resistencia de M. haemolytica y P.
multocida a la tetraciclina (15,64% y 17,65%,) y penicilina (1,82% y 4,2%).
Llegaron a la conclusién que la Enrofloxacina, florfenicol, ciprofloxacina,
sulfametoxazol/trimetoprim fueron los antimicrobianos que presentaron

mayor eficiencia contra las cepas de M. haemolytica y P. multocida.
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Samaniego et al. (2012), investigaron: Resistencia a
antimicrobianos en cepas de Mannheimia haemolytica aisladas de exudado
nasal de bovinos productores de leche — México; el objetivo fue evaluar la
resistencia antibacteriana en 201 cepas de Mannheimia haemolytica
provenientes de muestras de exudado nasal de bovinos productores de leche,
123 de bovinos clinicamente sanos (CS) y 78 de bovinos enfermos de
neumonia (CE), obtenidas de un complejo lechero en la region de Tizayuca,
Hidalgo, México. El resultado se encontré que las frecuencias mas altas en
la resistencia a antimicrobianos presentaron a la Estreptomicina (81,6%) y
Gentamicina (24,4%), ademas encontraron que todas las cepas fueron
susceptibles a la ampicilina y penicilina, llegaron a la conclusién que, no
obstante que la mayoria de las cepas aisladas en el CAIT fueron resistentes
a la St, s6lo en una parte de ellas se confirmo la presencia del gen strA; de
igual manera, todas fueron sensibles ala Py la Am.

Moredo et al. (2008), Investigaron: Biotipos Yy sensibilidad
antimicrobiana de Pasteurella multocida subespecie multocida aisladas de
pulmones de cerdos de la provincia de Buenos Aires- Argentina; el objetivo
fue evaluar la sensibilidad antibiotica en 37 aislamientos de Pasteurella
multocida subespecie multocida obtenidas entre los afios 2004 — 2007, a
partir de pulmones de cerdos de la provincia de Buenos Aires, con
diagnostico de neumonia, mediante el método de difusion en agar; los
resultados fueron que todos los aislamientos fueron sensibles a ampicilina'y
florfenicol, el 94,6 % a enrofloxacina y fosfomicina, el 83,8 % a tetraciclina
y el 48,6 % a estreptomicina y detectaron aislamientos resistentes a
tetraciclina, enrofloxacinay estreptomicina; Ilegaron a la conclusion que los
establecimientos de produccion porcina, deberia reconsiderarse la
utilizacién de los antimicrobianos en forma preventiva, para evitar la
diseminacion de la resistencia presente e inclusive la aparicion de nuevos

fenotipos resistentes de Pasteurella multocida.
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Leotta et al. (2006), realizaron la investigacion: ldentificacion,
biotipificacion y caracterizacion de cepas de Pasteurella multocida
aisladas en la Argentina- Argentina; el objetivo fue realizar la
identificacion, biotipificacion y caracterizacion de cepas de Pasteurella
multocida aisladas a partir de muestras de origen humano y animal en
Argentina, los resultados que se encontraron son el 29 (73%) cepas
correspondieron a P. multocida subsp. multocida; 5 (17%) a P. multocida
subsp. gallicida y tres (10%) a P. multocida subsp. septica. Todas las cepas
estan agrupadas en 8 biotipos; el 70% presento el tipo capsular A y los
serotipos somaticos mas frecuentes fueron el 1 (n:11) y el 3 (n:9), ademas
encontraron que las cepas de origen porcino fueron resistentes a tiamulina,
estreptomicina y tetraciclina, llegaron a la conclusion que la caracterizacion
de las cepas de Pasteurella multocida aisladas en la Argentina es el primer
paso para concretar futuros estudios destinados a la prevencion y al

tratamiento de la pasteurelosis en medicina humana y veterinaria.

Singh et al. (2011), realizaron la investigacion: Mannheimia
haemolytica: bacteriana-huésped Interacciones en la neumonia bovina—
Japén; el objetivo de estudio fue la revision literaria sobre la Mannheimia
haemolytica: bacteriana-huésped Interacciones en la neumonia bovina en
Oklahoma; los resultados que se encontraron fueron que el serotipo S1 de
Mannheimia haemolytica se considera la causa predominante de
pasteurelosis neumanica bovina o fiebre de envio y que varios factores de
virulencia permiten que Mannheimia haemolytica colonice los pulmones y
establezca la infeccion donde la virulencia incluyen leucotoxina (LKT),
lipopolisacarido, adhesinas, cépsula, proteinas de membrana externa y
diversas proteasas, ademas los efectos de LKT son especies especificas para
rumiantes, que se derivan de su interaccion Gnica con el receptor de integrina
b2 bovino presente en leucocitos A baja concentracion, LKT puede activar
los leucocitos bovinos para sufrir estallido respiratorio y desgranulacion y
estimula la liberacion de citoquinas de los macrofagos y la liberacion de
histamina de los mastocitos. A mayor concentracion, LKT induce formacion
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de poros transmembrana y posterior necrosis de células oncéticas y
mediante la activacion de estos leucocitos para experimentar un estallido
oxidativo y liberar citocinas proinflamatorias como las interleucinas 1, 6, y
8 y factor de necrosis tumoral alfa. El factor de necrosis tumoral alfa otras
citocinas proinflamatorias contribuyen a la acumulacion de leucocitos en el
pulmon y la formacion de poros transmembrana y posterior citolisis de
leucocitos activados posiblemente causar fugas de productos de explosion
respiratoria y otros mediadores inflamatorios en el pulmdn circundante
parénquima y, por lo tanto, dan lugar a neumonia lobular fibrinosa y
necrotizante y llegan a la conclusion que los efectos de LKT son mejorados
por lipopolisacarido, que se asocia con la liberacion de citocinas
proinflamatorias de los leucocitos, la activacion de complemento y cascada
de coagulacién, y citolisis celular. Del mismo modo, adhesinas, capsulas,
proteinas de membrana externa y proteasas. Ayuda en la colonizacion
pulmonar, la evasion de la respuesta inmune y el establecimiento de la

infeccion.

Gutiérrez y Rodriguez (1993), investigaron: Susceptibilidad in vitro
de cepas de Pasteurella multocida subespecies multocida aisladas de
cerdos a 42 agentes antimicrobianos-Espafia; el objetivo de estudio fue
evaluar las concentraciones inhibitorias minimas (CIM) de 42 agentes
antimicrobianos contra 59 cepas de Pasteurella multocida subespecie
multocida, todas aisladas de pulmones porcinos con lesiones indicativas de
neumonia. Los resultados encontrados fue que las penicilinas (excepto
cloxacilina), aminoglucosidos, tetraciclinas, eritromicina, josamicina,
tianfenicol, colistina, rifampicina y mupirocina mostraron buenas
actividades, con una resistencia variable entre 0 y 6,8%. Se observo una
mayor resistencia a la espiramicina y a la fosfomicina. La tilosina, la
vancomicina, el metronidazol, la dapsona y la tiamulina, a las que las cepas
mostraron altas tasas de resistencia, no fueron efectivas. Llegaron a la
conclusion que las cefalosporinas (especialmente las cefalosporinas de

tercera generacién) y las quinolonas (especialmente las quinolonas
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fluoradas) fueron los agentes antimicirobianos més efectivos contra P.

multocida subsp. Cepas de multocida y pueden ser valiosas para uso in vivo.

Petrocchi et al. (2019), realizaron la investigacion: Resistencia a los
antimicrobianos de los aislados de Pasteurella multocida recuperados de
la neumonia porcina en Espafia durante 2017 y 2018- Espafia; el objetivo
de estudio fue evaluar un total de 32 aislamientos de Pasteurella multocida
de 60 casos de pulmones de neumonia porcina recolectados en “Castilla y
Leoén” (noroeste de Espaia) entre noviembre de 2017 y abril de 2018, donde
hubo aislamientos capsulares tipo A del 96,9% de los casos y capsulares tipo
D del 3,1% restante y todos sus aislamientos se caracterizaron por su
susceptibilidad a ocho agentes antimicrobianos y la presencia de ocho genes
de resistencia. Los resultados son que las frecuencias de susceptibilidad son
inferiores al 60% en cuatro de las drogas, 84,4% de los aislamientos les
mostraron resistencia al menos dos compuestos y 46,9% a una combinacion
de tres drogas. Los patrones de resistencia sugirieron que la enrofloxacina,
el cloranfenicol, la tetraciclina y la cefotaxima fueron los compuestos mas
activos para P. multocida. El uso de PCR revelé que los genes ermC,
blaROB1, tetB y msrE ocurrieron en mas del 37,0% de los aislamientos, lo
que sugirid su supuesta responsabilidad en la resistencia de las cepas que los
albergan. Sin embargo, la mayoria se detectaron en cepas susceptibles y solo
una explicacion genética de la resistencia podria estar relacionada con la
eritromicina. Llegaron a la conclusion que las resistencias a la
cilandamicina, cotrimoxazol, PB-lactamicos y tetraciclinas observadas
mediante pruebas fenotipicas siguen siendo genéticamente inexplicables y

se requieren mas investigaciones.

Hossein et al. (2014), realizaron la investigacion: Prevalencia,
caracterizacion y resistencia a antibioticos de Pasteurella multocida
aislada de infeccion respiratoria bovina- Iran; el objetivo de estudio es la
prevalencia, caracterizacion y resistencia a los antibioticos de Pasteurella

multocida aislada de terneros con infeccion respiratoria en Irdn. Donde la
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2.1.2.

Pasteurella multocida se detectaron en 141/169 casos de infeccion
respiratoria bovina en granjas lecheras y de carne iranies. Pasteurella
multocida se agruparon en los serogrupos A (126/141), D (12/141) y B
(3/141). De los aislamientos de Pasteurella multocida, todos albergaban los
genes psl, ompH, oma87, fimA, ptfA, nanB y nanH, 139/141 tenian hsf-2 y
115/141 pthA 'y tadD vy los resultados de los aislamientos demostraron con
mayor frecuencia resistentes a la penicilina G (aislamientos resistentes
43/141; 30.5%) y estreptomicina (31/141; 22%). Se concluye que los genes
de virulencia toxA y tbpA estuvieron presentes en las cepas de Pasteurella
multocida de alpacas con signos neumonicos y detect6 una baja diversidad
entre los aislados de alpaca (homogeneidad genética), evidenciandose como
posible causa de la infeccion, una cepa de Pasteurella multocida que se

disemino clonalmente entre los animales afectados por neumonia.

A nivel Nacional

Leon (2012), realizo la investigacion: Identificacion de bacterias de la
familia pasteurellaceae causantes de procesos neumonicos en crias de
alpacas- Lima, Per(; el objetivo de estudio fue caracterizacion
fenotipicamente las especies bacterianas pertenecientes a la familia
Pasteurellaceae, responsables de procesos neumanicos en crias de alpaca,
para ello recolecto muestras de pulmones de crias de alpaca que murieron
durante la etapa neonatal entre 0 y 30 dias, los resultados obtenidos fueron
que las crias de la 3° y 4° semana eran las méas afectadas por neumonia y
entre las bacterias de la familia Pasteurellaceae fue 37% de los casos fue
por Pasteurella multocida, seguido por Mannheimia haemolytica en 17%
de los casos, igualmente encontrd la coexistencia de dos 0 mas especies
bacterianas de la familia Pateurellaceae, llegan a la conclusion que existe
la asociacion entre P. multocida y M. haemolytica al 10% de los casos
estudiados .
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Rimac (2016), realizo la investigacion: Caracterizacion molecular
de Pasteurella multocida aislada de alpacas con signos de neumonia, -
Lima, Peru; el objetivo de estudio fue la caracterizacion molecular de 24
aislados de P. multocida provenientes de alpacas con neumonia, mediante
pruebas bioquimicas y la prueba de PCR a través de la amplificando del gen
kmtl. Los resultados fueron que el 100% de los aislados de P. multocida de
alpacas son del tipo capsular A, genotipo LPS L6 (serovar 10, 11, 12 y/o
15), concluyen que los genes toxA, tbpA presenta una homogeneidad
genética en la mayoria de las cepas, dando una fuerte evidencia de una
fuente comun de infeccion y posterior diseminacion clonal de la cepa

patogena.

Cirilo et al. (2012), realizaron la investigacion: Coexistencia de
Virus y bacterias en neumonias agudas en alpacas neonatas - Lima, Peru;
objetivo de estudio fue evaluar 24 muestras fetales de neonatos de 5 a 39
dias de edad con neumonias mediante estudios patoldgicos, virologicos
(inmunofluorescencia directa) y bacterioldgicos para identificar virus
[parainfluenza 3 (PI-3), respiratorio sincitial bovino (BRSV)] y bacterias
[Pasteurella multocida (PM), Mannheimia haemolytica (MH)], buscando
posible asociacion virus-bacteria en procesos neumonicos. Los resultados
encontrados son que en 16/22 casos aislaron bacterias, 11 de los cuales
fueron positivos a P. multocida y 7 positivos a M. haemolytica (en dos casos
se aislaron ambas bacterias), ademas la presencia de patdgenos multiples
observaron en 14/22 de los casos con clara predominancia de la asociacion
virus/bacteria (n=13). La coexistencia de BRSV-PM fue la mas frecuente
(n=6), sequida de BRVS-MH (n=4) y PI3-PM o MH (n=4), ante ello
concluyen la posible interaccion patogénica virus bacteria es similar a otros

rumiantes en el desarrollo de neumonias agudas en alpacas.

Rocio et al. (2017), investigaron: Analisis de Diversidad Genética
de Cepas de Pasteurella multocida Aisladas de Alpacas con Signos de
Neumonia — Lima, Peru. El objetivo de estudio es la caracterizacion de las
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cepas de Pasteurella multocida aisladas de pulmones de alpacas de 1 a 2
meses de edad con signos de neumonia, mediante la técnica de BOX-PCR
para demostrar la diversidad genética entre las cepas; y llegaron a aislar 24
cepas de P. multocida de 46 animales mediante identificacion bioguimica.
Los resultados del andlisis por BOX-PCR les demostré dos patrones de
bandas amplificadas, donde 22 cepas fueron agrupadas en un cluster y dos
cepas en otro cluster y concluyen que el estudio demostr6 una
homogeneidad genética en la mayoria de las cepas, evidenciando una fuente

comun de infeccion que afectd a los animales.

Juscamayta et al. (2017), Investigaron: Analisis Genomico de
Mannheimia haemolytica Serotipo A2 para la Identificacion de Potenciales
Candidatos Vacunas contra la Neumonia en Alpacas — Lima, Peru: el
objetivo de estudio es la identificion de antigenos inmunoprotectivos en la
secuencia gendémica de Mannheimia haemolytica serotipo A2 Ovino,
aislado de ovino y disponible en las bases de datos, que puedan ser utilizados
como potenciales candidatos vacunales contra la neumonia en alpacas. Los
resultados que se encontraron son los factores de virulencia estan presentes
en la base de datos de factores de virulencia (VFDB) y en la base de datos
microbiana de virulencia (MvirDB) y mediante la homologia de genes con
la base de datos de antigenos protectivos (Protegen) identificaron 23
antigenos potencialmente inmunoprotectivos, conservados entre los
serotipos virulentos de Mannheimia haemolytica y otros patégenos de la
familia Pasteurellaceae y concluyen de que los genes identificados estan
relacionados con la patogénesis, virulencia y evasion del sistema immune
del hospedero y podrian ser grandes candidatos a ser evaluados como

potenciales vacunas contra la pasteurelosis neumonica.

Guzman et al. (2013), realizaron la investigacion: Asociacion de
agentes virales y bacterianos en cuadros de neumonias agudas en alpacas
tuis- Lima, Peru; el objetivo de estudio fue evaluar en 15/27 muestras
patoldgicas la presencia in situ de antigenos virales, mediante
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inmunofluorescencia directa, para los virus Parainfluenza 3 (PI3),
respiratorio sincitial bovino (RSB) y adenovirus bovino tipo 3 (BAdV-3) y
en las 27 muestras realizaron cultivos bacterianos. Los resultados
encontrados de las alteraciones macroscopicas mayoritariamente a
neumonia extensiva multilobar (11/27) asociadas con pleuritis fibrinosa
(8/27), y cuadros de congestion y edema pulmonar (8/27) e histopatoldgicos
encontraron muy similares a los descritos en la literatura para neumonias
agudas de alpacas neonatas. En 9 de las 15 muestras detectaron 14
presencias virales (5 como infecciones Unicas, 3 dobles y 1 triple). El virus
RSB fue detectado 5 veces, PI3 5 veces y BAdV3 4 veces, y
mayoritariamente coexistiendo con infecciones bacteriales, principalmente
Pasteurella multocida (n=15) y Mannheimia haemolytica (n=10) y
concluyen que se evidencian los procesos neumonicos agudos en alpacas
tuis, de manera similar a los neonatos y otros rumiantes y que son productos

de interacciones virus y bacteria.

Maximiliano (2017), realizo la investigacion: Evaluacion in vitro de
la actividad inmunogeénica de una proteina recombinante de Pasteurella
multocida aislada de casos de neumonias en alpacas (Vicugna pacos)-
Lima, Peru; el objetivo de estudio fue la evaluacion in vitro la actividad
inmunogénica de una proteina P6-Like recombinante procedente de un
cultivo de Pasteurella multocida aislada de cuadros de neumonia en crias
de alpacas. Los resultados encontrados son que las citoquinas con perfil Thl
como Th2 expresan un mayor numero de veces respecto a PBMC no
expuestos a la proteina recombinante, siendo las 24 a 48 horas los momentos
de mayor expresion. Asimismo, concluye que existe una aparente tendencia
hacia el perfil Th2, pero no en niveles que afecten la expresién de citoquinas
del perfil Thi.
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2.1.3.

2.2.

2.2.1.

2.2.2.

A nivel Local

No se encontrd ningun reporte cientifico con respeto al tema de

investigacion a nivel local, por ello no se han considerado.

Bases tedricas

Susceptibilidad Antibidtica

La susceptibilidad antibidtica es la resistencia o sensibilidad a los
antibidticos, lo cual se ha convertido en un problema de salud publica a nivel
mundial, que afecta el campo de la salud humana y animal Ciorba et al.
(2015).

Es un fendmeno poco frecuente, que ocurre de forma espontanea, se trasmite
por herencia a los descendientes y no suele constituir un problema
importante en el contexto clinico de la resistencia bacteriana, a no ser que
dicha mutacién vaya seguida de un proceso de seleccion de los mutantes
como consecuencia de la administracion del antibiético para el cual han

aparecido dichos mutantes resistentes Ciorba et al. (2015).

Resistencia antibiotica
a). Definiciones de resistencia antibidtica

La resistencia antibiotica es considerada como un fendmeno progresivo
caracterizado por una defensa parcial o completa de los microorganismos al
efecto del antibidtico; el origen de esta se debera principalmente al uso
indiscriminado e irracional de los antibidticos, asi como la implementacion
de dosis incorrectas o aplicaciones con una duracion inapropiada en las
terapias Ciorba et al. (2015).

En la actualidad la resistencia de microorganismos se puede
considerar de manera innata o adquirido, por ello la resistencia innata
existen microorganismos que suelen ser resistentes a diferentes antibioticos
ya que los procesos celulares para la susceptibilidad antibidtica no existen

en la célula (debida a la ausencia de una diana 6ptima para que los
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antibidticos toman la reaccion respectiva). Por ejemplo, los
microorganismos del género Mycoplasma son tolerantes a la
bencilpenicilina G porque no presentan pared celular; también Escherichia
coli es tolerante a la penicilina G, ya que el medicamento no resulta ingresar
al interior de la célula. Por lo tanto, este tipo de resistencia esta codificada
cromosomicamente y se relaciona con la fisiologia general de un organismo
que surge de sus propiedades existentes como la complejidad de su pared
celular, los mecanismos de expulsion o la inactivacion enzimatica de un
antibidtico Ciorba et al. (2015).

La resistencia por transformacion se origina por una variacion del
cromosoma bacteriano, especificamente sobre los genes que verifican la
sensibilidad a un antibiotico. Es un fendmeno poco frecuente, que ocurre de
forma esponténea, se trasmite por herencia a los descendientes y no suele
constituir un problema importante en el contexto clinico de la resistencia
bacteriana, a no ser que dicha mutacion vaya seguida de un proceso de
seleccion de los mutantes como consecuencia de la administracion del
antibidtico para el cual han aparecido dichos mutantes resistentes Ciorba et
al. (2015).

b). Multirresistencia bacteriana

Los cuerpos multirresistentes se precisan como aquellos que son resistentes
al menos a un antibiotico en tres 0 mas formas de antibi6ticos a los que
universalmente son susceptibles. Por ejemplo, dos cepas de Escherichia
coli, salmonella ssp u otra bacteria presenta una resistente a trimetoprim-
sulfametoxazol, cefazolina y ciprofloxacino y la otra a ertapenem,
gentamicina y tigeciclina, se caracterizaran como MDR a pesar de que los
antibioticos son diferentes (Rodriguez et al. 2011).

Desde una perspectiva, el concepto debe contener al menos dos
contextos: que exista tenacidad a mas de un linaje o grupo de
antimicrobianos usales, y que esa resistencia tenga notabilidad clinica (es
decir, que suponga o pueda suponer una problema para el tratamiento) y

epidemioldgica (posibles brotes epidémicos, y transmision del mecanismo
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de resistencia, etc.), el término “microorganismo multirresistente” se ha
utilizado sobre todo los microorganismos habituales hospitalarias que han
desarrollado resistencia avarios antibioticos, y que son capaces de generar
brotes, como Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM),
Enterococcus spp. Resistentes a glucopéptidos, enterobacterias productoras
de B- lactamasas de espectro extendido (BLEE) y Acinetobacter baumannii
0 Pseudomonas aeruginosa resistentes a distintos grupos de
antimicrobianos y existiendo muy informaciones promisorias de
multirresistencia en el campo de la veterinaria (Rodriguez et al. 2011).

c). Causas de resistencia antibidtica

Por tener una dimension simple los microorganismos suelen ser comparados
con organismos multicelulares por ello se ve reflejada de pequefio tamafio
en su estructura genomico. Sin embargo, son considerados como
comunidades microbianas de gran capacidad de adaptarse al medio de
manera exponencial y efectiva.

La adaptabilidad de microrganismos esta considerada por presentar
en pequefios volumenes y su rapida propagacion, que suelen ser de 20
minutos como es el caso de Escherichia coli, asi mismo ligeros cambios a
nivel gendmico suele ser raros. De manera similar, la rapida generacion de
células asegura que los cambios que permitan alguna ventaja seran
prevalentes rapidamente en una comunidad en constante crecimiento
(Moreno et al. 2018).

Un informe de la OMS en 2014 reconocio que las causas de la
resistencia a los antibioticos, es la utilizacion incontrolada e inapropiada de
los antibioticos en la poblacion. Ademas, la versatilidad y adaptabilidad de
los microorganismos han impedido la eficacia de la terapia antimicrobiana.
A pesar de ser un proceso evolutivo natural, la crisis de la resistencia
antibidtica se ha atribuido al uso excesivo y mal uso de estos medicamentos,
asi como la falta de desarrollo de nuevas drogas por la industria
farmacéutica debido al reducido incentivo econdmico y requerimientos

regulatorios engorrosos en todo el mundo (Jiménez et al. 2016).
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(Munita & Arias 2016), sostienen la causa de la resistencia
antibidtica se originaria por una fuente de variabilidad genética que son las
mutaciones, como cambios aleatorios en las secuencias genéticas de los
organismos que generalmente no tienen efectos beneficiosos o perjudiciales.
Sin embargo, al involucrarse inmensas cantidades de organismos, la chance
de que existan cambios raros y ventajosos es inevitable y para (Blondeau
2004).

Las causas de resistencia serian por casos de variaciones que esta
disponible en grandes almacenes de genomas que pueden movilizarse de
manera intra y extra celular de especies bacterianas por ello los genes son
considerados movedizos que estdn ubicados en grupos microbianas
mediante variados mecanismos de transferencia horizontal de genomas
donde varios de los genes llevan informacion util para la existencia del
microrganismo bacteriano.

La literatura cientifica argumenta que varios paises para el
tratamiento terapéutico a diferentes cuadros infecciosos y como profilactico.
Inclusive, en la produccién animal, los antibidticos son utilizados como
parte del alimento para aumentar la ganancia de peso de los animales, uso
conocido como promotores de crecimiento y estos casos estarian generando
la resistencia antibiotica (Bush 2013) y el uso inapropiado de antibiéticos
en productos derivados de animales contribuirian de que los
microorganismos sean resistentes y potencialmente patdgenos pueden entrar
a la cadena alimenticia y podria diseminarse ampliamente en productos
alimenticios(Chopra & Roberts 2001).

d). Tipos de resistencia bacteriana

Existen varios mecanismos para para la adquisicidn de genes de resistencia,
tales como impedir que el antibidtico entre a la célula, producir enzimas que
destruyen al antibidtico, alterar su estructura de modo que el antibidtico no

se adhiera a ellas, o expulsar el antibiotico (Castro et al. 2015).
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2.3.

Resistencia natural o intrinseca. - La resistencia natural es un caracter
constante de cepas de una misma especie bacteriana, y es un mecanismo
permanente determinado genéticamente y sin correlacion con la dosis de
antibidtico (Poole 2005).
Resistencia Adquirida. - Es un tipo de resistencia evolutiva y la frecuencia
depende a menudo de la utilizacion de antibidticos. Los procesos basicos de
la transferencia de genes son la transduccion, transformacion y conjugacion,
mediante elementos genéticos como son los plasmidos, los transposones e
integrones (Sun et al. 2014).
Conjugacion: En este mecanismo la célula donadora transfiere a la célula
receptora, mediante el pili sexual copias de genes resistentes mediados por
plasmidos (Sanchez et al. 2012).
Transformacion: Es la transferencia de genes desde un ADN desnudo de
una bacteria previamente lisada a otra que lo recibe y lo incorpora a su
genoma (Ciorba et al. 2015).
Transduccion: En este mecanismo se transfiere DNA de una célula a otra
mediante la participacion de bacteriéfagos (Rodriguez et al. 2011); (Sanchez
et al. 2012).
Tratamientos y resistencia a los antibiéticos
El tratamiento con antibidticos es muy comin y de uso frecuente en casos
de colera aviar, pero en la actualidad ya se viene dando en otras especies.
Los tratamientos suelen dar resultados variables, dependiendo
principalmente de la droga utilizada y de la resistencia de la cepa actuante
en el brote. Cabe sefialar que el incremento de la administracién de
antibioticos, particularmente con dosis preventivas en el alimento
balanceado, reduce sensiblemente su eficacia como sostienen (Sanchez et
al. 2012).

La resistencia de las bacterias a los antibioticos puede ser transferida
por material genético intercambiado entre los microorganismos, aunque los
mismos no necesariamente pertenezcan a la misma especie bacteriana.

Ademas, el desarrollo de la resistencia es un proceso por el cual predominan
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2.3.1.

las bacterias que adquieren nuevas resistencias debido a la presion de
seleccion a la que estan sometidas por la administracion (terapéutica o
profilactica) de los antibioticos (Kehrenberg et al. 2001).

Independientemente de su accion terapéutica, el uso inadecuado de
los antibidticos es preocupante, por un lado, por los residuos en la carne,
huevos, leche y, por otro lado, por un incremento en la resistencia de los
antibioticos o quimioterapéuticos de las bacterias patdgenas que pueden ser
trasmitidas a los seres humanos.

Ademaés, debido a la gran variedad en los patrones de resistencia de
Pasteurella multocida a los antibioticos se recomienda a los laboratorios de
diagnostico enfatizar los estudios de los mismos para recomendar el uso
adecuado de los antibioticos (Wilkie et al. 2012).

Generalidades de Mannheimia haemolytica

Mannheimia haemolytica resulta ser bacteria del grupo Gram-
negativa, que resulta ser de la familia Pasteurellaceae, y primordial agente
patdgeno de neumonia o pasteurelosis neumadnica en vacunos y corderos.
Esta bacteria causa grandes pérdidas economicas en la industria ganadera a
nivel mundial (Mohamed & Abdelsalam 2008) y ha sido asociada, junto con
Pasteurella multocida, a casos de neumonia en camelidos sudamericanos
domésticos, siendo la segunda causa mas importante de mortalidad de

alpacas en Pert (Rosadio et al. 2011).

Dando asi inicio a un nuevo género, Mannheimia, el cual alberga el
biotipo A de los organismos del viejo complejo Pasteurella haemolytica con
5 especies: Mannheimia haemolytica, Mannheimia glucosida, Mannheimia
granulomatis, Mannheimia ruminalis y Mannheimia varigena, asi como en

la actualidad una taxa sin nombre (Blackall et al. 2001).

La Mannheimia haemolyticaes el agente que cominmente se asocia
a problemas neumonicos de rumiantes, la primera informacién del problema

aparecio en 1921, donde se aislé el germen de rumiantes, y en 1932 se
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propuso el nombre de Pasteurella haemolytica (Merchant & Pecker 1994);
(Carter 1985).

Otros estudios bacteriolégicos indican que es posible que ocurra la
transferencia entre géneros de Mannheimia haemolytica a partir de animales
domésticos a animales silvestres (Villard et al. 2006). Son cocobacilos Gram
negativos, no moviles pequefios y redondos (Blackall et al. 2001). Las
colonias tienen formas lisas con coloracion gris en agar sangre y con
dimensiones de 1-2mm de didmetro, posterior a 24 horas de incubacion.
Generalmente las cepas producen B-hemolisis en agar sangre de bovino
(Blackall et al. 2001), en cuanto a caracteristicas bioguimicas de disertan en
latabla 1.

Tabla 1

Separacién fenotipica de especies y taxas del género Mannheimia
haemolytica.

Prueba

Mannheimia Actinobacillus Pasteurella Haemophilus Lonepinella

Hemolisis
Facotor de
dependencia v
Facotor de
dependencia x

VP.37°C

Ureasa
Ornitina
descarbolixasa

Indol

L- Arabinosa
Glucosidasa
Mannitol
D-Manosa
D-Melibiosa
Meso-Inositol
D-sorbitol

Trealosa
ONPF (& -
fucosidasa)

d

o o Y a

+

*

o o

d

D

D

O O O 0O O

O w

D

+

D
D

desconicido

D

desconocido
desconocido

desconocido

Fuente: Angen et al. (1999); Leyenda: (+) Solo reaccidn positiva; (-) sélo reaccién negativa;
(d) + 6 —; *Puede haber varacidn; +P. avium indol negativo; 8Taxon 9 de Bisgard positivo

tardio.
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Tipologias microbioldgicas del género Mannheimia
La Mannheimia fue denominado en honor a Walter Mannheim que es
bidlogo aleman, pero existen controversias en cuanto a su taxonomia, resulta
ser de la familia Pasteurellaceae (Villard et al. 2006).

Mannheimia es un género perteneciente a la familia Pasteurellaceae
y es un cocobacilo no mévil Gram negativo que no presenta endosporas, con
desarrollo mesofilo y anaerdbico facultativo o microaerofilico, degrada
glucosa sin producciéon de gas, reacciona a oxidasa, positivo a test de
fosfatasa y reduce nitrato. Ala prueba de citrato de Simmon’s es negativo,
asi también a arginina deshidrolasa y son cultivados en medios de manitol
(\Vadillo et al. 2002).

Resultan ser negativa a pruebas de rojo de metilo, gelatinasa, Voges-
Proskauer y pueden desmallarse en medios de MacConkey, enriquecidos
con agar chocolate o agar sangre, donde presentan colonias lisas de color
blanco grisaceo de tamafios de 1 a 2 mm de diametro a las 24 h de
incubacion. No son fermenradores a arabinosa o glucdsidos ni ornitina
descarboxilasa, pero positivas a ONPF (a-fucosidasa) y NPG (-
glucosidasa) (Boyce et al. 2004).

Epidemiologia de Mannheimia haemolytica
Ameghino (1991) y Bustinza (2001), sostienen que la alta incidencia de
neumonias en los primeros dias de nacidos hace pensar que quizas podrian
deberse a la aspiracion de liquido amnidtico al momento del parto, o de
leche por falsa deglucidn; o quizas también por el pasaje de medicamentos,
a través de la traquea, en los casos en que se emplean administraciones
orales contra ciertas afecciones de los neonatos estos aspectos podria ser el
inicio de la epidemiologia neumdnico en alpacas por ello hay mucha
controversia porgue no hay estudios bien definidos.

Ameghino (1988), reportaron que en muchas empresas alpaqueras
de Puno se registran como causa de mortalidad por cuadros de septicemiay

procesos infecciosos acompafados de fiebre, que en realidad no han sido
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muy bien estudiados, y quizas podrian corresponder a verdaderos procesos
de pasteurelosis en su forma septicémica esta controversia todavia se
mantiene hasta la actualidad.

Ante lo mencionado en la anterior (Ameghino & Calle 1989),
mencionan que, para las empresas alpaqueras de Puno, las neumonias
constituyen la principal causa de muerte de las crias de alpaca y un estudio
realizado por (Fernandez 1991), demuestra que en (Lima-Per() hay mayor
prevalencia de Mannheimia haemolytica (tabla 2).

Ademas, un estudio realizado por (Ameghino & Calle 1989), en las
empresas asociativas del departamento de Puno, encontraron en 26 muestras
de casos diagnosticados de crias de alpaca muertos por neumonia aislaron
Pasteurella multocida en 11 de ellas (42,3%), por ello estarian
comprometido en la ocurrencia de los procesos pulmonares con la
participacién de Mannheimia haemolytica como sostuvieron (Ameghino &
De Martini 1991).

Tabla 2.
Frecuencia relativa (%) de bacterias aisladas de procesos neumonicos en
crias de alpaca.

Bacteria Frecuencia Localidad Referencia
Pasteurella multocida 42% Puno Ameghino & Calle
(1989)
55% Puno Barsallo et al.
Pasteurella haemolytica 100% Lima Ramirez, Comdun.

Personal (1990)

Fuente. Fernandez (1991)

Patogenia transmision de Mannheimia haemolytica

(Rodriguez & Mimbela 1981), (Barsallo 1985), mencionan que la
trasmision del Género Pasteurella esencialmente la Mannheimia
Haemolytica son de localizacion pulmonar y que son transmitidos a través
del aire, a partir de los portadores sanos, que pueden ser las propias madres

de las crias y que generalmente se albergan en la region naso-faringea y una
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vez que afecta un animal, ya que es via aer6gena, se transmitira via
horizontal, es decir de una cria a la otra (Ramirez et al. 1998).
Patogenicidad de Mannheimia haemolytica

Rice et al. (2008), menciona que las infecciones generadas por Mannheimia
haemolytica es el agente responsable de la neumonia que ocasiona la
leucotoxina que afecta en la respuesta inmune del animal, algunas literturas
han intentado comprender sus mecanismos de accién del Mannheimia
haemolytica, pero no lograron confirma como accion patogénica, pero
confirma la existencia de los factores predisponentes y las infecciones con
virus y Micoplasmas spp.

Por ello los mecanismos de patogenicidad de algunos de los
miembros de la familia Pasteurellaceae no estan ain muy claramente
definidos ya que algunos de los mecanismos que le permiten a Mannheimia
haemolytica establecerse y diseminarse durante la infeccion, no estan
esclarecidos satisfactoriamente, incluso existe la posibilidad de que haya
diferencias en dichos mecanismos entre las cepas aisladas de diversos
cuadros neumdnicos, asi como de cepas procedentes de animales sanos
(Highlander et al. 2000), por ello sostienen que una vez que la Mannheimia
haemolytica desciende al pulmon y se instaura la infeccion y los factores de
patogenicidad de las bacterias y la respuesta inmune generan una
bronconeumonia fibrinosa.

Evolucién de Mannheimia haemolytica

En la crianza de alpacas el origen de los agentes infecciosos aln no es muy
conocida, los casos neumdnicos se inician con algun tipo de estrés en el
animal vulnerable, lo cual se complica con infecciones microbianas. De
igual forma sucede en otras infecciones en microorganismos Gran
negativas, es innegable que las endotoxinas cumplen un rol en la patogenia
(Rosadio et al. 2011).

Tanto Pasteurella multocida como Mannheimia haemolytica forman
parte de la flora bacteriana de los revestimientos de la mucosa oral y

nasofaringea normales, con el predominio en la primera normalmente. Los

43



brotes de estas enfermedades se producen cuando fallan los mecanismos de
defensas locales o sistémicas y cepas virulentas de pasteurelas desarrollan
una proliferacion masiva previa invasion de la mucosa nasofaringea o a la
inhalacion numerosa hacia el pulmon y se multiplican de forma logaritmica,
el animal que ya se encuentra bajo alguna situacion de estrés, bajas defensas
o cualquier otro factor que lo desate, puede desarrollar la neumonia (Yates
1982).

La propagacion de pasteurelas origina y secreta una leucotoxina que
forma como un modulador de leucocitos. En pocas proporcines activa los
neutrofilos y monocitos generando que se liberen mediadores inflamatorios
y superdxidos al producirse la desgranulacion, se incitan a los macrofagos
alveolares, capaz de masificar los almacenes de fibrina. En cantidades
elevadas ocasiona apresuradamente la hinchazon y lisis de leucocitos. Como
resultado de todo ello se produce una grave inflamacion pulmonar, que
forma parte del complejo respiratorio.

Signos clinicos de Mannheimia haemolytica

En animales menores de tres semanas, la presentacion generalmente es
hiperaguda (Pizarro 1999), el curso que sigue la enfermedad es muy rapido,
con congestion variable segin la intensidad con que actdan los
microorganismos, se puede observar respiracion disneica, salivacion
espumosa, fluye una secrecién por la nariz y boca (Rodriguez and Mimbela
1981).

En caso de los camélidos se presenta a pocos dias 0 semanas de edad
(Ramirez et al. 1998), generalmente los animales amanecen muertos, no
obstante haber estado aparentemente saludables el dia anterior (Ameghino
1991); (Bustinza 2001), mayormente después de un dia lluvioso o después
de una fuerte helada, las crias que sobreviven, presentan respiracion
dificultosa y generalmente respiran con la boca abierta (Bustinza 2000).

En casos no severos pueden observarse algunos signos como
depresion, anorexia, orejas dirigidas hacia atras o caidas; puede o no haber

secrecion nasal, tos, elevacion de temperatura (40 — 41°C) y respiracion
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superficial (Huanca 1991); (Pizarro 1999); (Bustinza 2001). Otros animales
se rehdsan a comer, ademas se puede observar exudado mucopurulento en
las fosas nasales (Ramirez et al. 1998). Al diagnostico se aprecia fatigas por
la presencia de exudado en los canales aéreos. La muerte de los animales
afectados puede ocurrir entre 1 y 3 dias después de aparecer las
manifestaciones clinicas, y ésta se produce probablemente debido a la
toxemia a partir de las lesiones pulmonares o por hipoxia pulmonar
(Ameghino 1991); (Bustinza 2001).

Las expresiones clinicas mayormente se relacionan con su
localizacion pulmonar, que podria equivocarse con lo que también ocurre
en la neumonia necrética por Fusobacterium necrophorum, pero en esta
ultima ademas existen lesiones en la boca, glotis, lengua, carrillos internos
y otras partes.

De tal forma la neumonia pasteurel6sica puede ser equivocada con
la falsa deglucion principalmente en crias huérfanas o abandonadas,
alimentadas artificialmente con biberon, por tal motivo tener en cuenta los
antecedentes clinicos (Novoa & Florez 1991). En las crias mayores de edad,
podemos observar respiraciones roncas a la auscultacion, que mayormente
es de origen parasitario (Dyctiocaulus filaria), conocida como “ichu kuru”
en quechua y de “ichu lago” en Aymara (Bustinza 2000).

Diagnostico macroscopico de Mannheimia haemolytica

El diagndstico de la neumonia aguda con la presencia de Mannheimia
haemolytica siempre esta basado en los aspectos clinicos, patolégicos y
microbioldgicos (Fernandez 1991); (Ramirez et al. 1998); (Bustinza 2001),
esta, producen en el animal afectado, sintomas que pueden ser identificados
por los Criadores, Pastores, Sanitarios y Medicos Veterinarios, para poder
hacer un diagnoéstico presuntivo (Bustinza 2000), Estos casos se presentan
en camélidos de pocos dias o semanas de edad (Huanca et al. 2011).
Diagnostico bacterioldgico de Mannheimia haemolytica

El examen bacteriolégico de laboratorio permitira identificar al

microorganismo responsable y dard el diagndéstico definitivo Ameghino &
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(Ameghino & De Martini 1991); (Ramirez et al. 1998). Esto se logra
cultivando, aislando y tipificando al agente bacteriano, asi como
describiendo las lesiones microscopicas y macroscopicas, que han
producido en el hospedero (Bustinza 2000).

Para el diagndstico bacterioldgico, tienen que ser muestras idoneas
para el examen de laboratorio a partir de animales vivos que pueden ser
mediante los aspirados traqueos bronquiales, hisopos nasales. En caso de
animales muertos, la remision de muestras tomadas asépticamente, para el
examen bacteriologico, deben enviarse en refrigeracion, glicerina
tamponada estéril en tubos o torundas conteniendo medios de transporte
(Bustinza 2001). Las muestras consistiran en pedazos de pulmones, corazon
y ganglios linfaticos mediastinicos. Si fuera posible, es mejor remitir un
animal enfermo al laboratorio especializado mas cercano (Ameghino 1991).

Para el aislamiento y fenotipificacion se utiliza el cultivo ‘in vitro’
en medios a base de agar sangre, ademas de pruebas bioguimicas, todo lo
cual permite determinar la morfologia de las colonias, la produccién de
hemolisis, asi como su comportamiento bioquimico para efectos de su
identificacion y biotipificacion (Blackall et al. 2001), ademas se pueden
cultivar en agar Mc Conkey en placas en anaerobiosis a 37°C durante 24-48
horas. Se puede recurrir al empleo de agar sangre, suplementado con
neomicina, bacitracina y actidiona, para el aislamiento de Pasteurella
Multocida a partir de muestras muy contaminadas.

2.3.2 Generalidades de Pasteurella multocida

En el afio 1879, Henri Toussaint identifico a la especie bacteriana que
causa el colera de las gallinas y le dio el nombre del género en honor a

Louis Pasteur, su descubridor: Pasteurella (Bergey’s 2008).

Desde entonces, Pasteurella multocida ha sido reconocida como el
agente causal de infecciones en diferentes especies animales y seres
humanos. Es por esto que la especie tiene el nombre latino “multocida”

palabra compuesta por el sufijo “cida” que significa que extermina o mata
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y la palabra “multo” que refiere a muchos, que se puede interpretar como
que es una especie bacteriana que es capaz de enfermar y matar a muchas

especies animales.

A pesar de su importancia como patogeno, es sorprendente que los
conocimientos basicos sobre la patogenicidad a nivel celular y molecular
de Pasteurella multocida sean muy pocos, particularmente si se los
compara con lo que se sabe sobre los de otras enfermedades bacterianas.
Sélo durante los ultimos afios, gracias a la incorporacion y aplicacion de
nuevas técnicas moleculares, se ha facilitado el avance en estas
investigaciones lo que nos permite comprender la biologia y algunos de
los mecanismos de patogenicidad de esta enigmaética bacteria (Aktoris et
al. 2012).

Caracteristicas morfoldgicas, culturales y bioquimicas de Pasteurella

multocida.

Pasteurella multocida, es una bacteria Gram negativa, pleomorfica,
cocoide o cocobacilar de 0,3-2 um y en los frotis se observan células
separadas, dispuestas en pares o en cortas cadenas. En cultivos envejecidos
a veces se forman filamentos cuyos extremos se disocian en forma
cocoides que se disponen en cortas cadenas. Por otro lado, en frotis o

improntas de tejidos se puede observar una clasica coloracion bipolar.

Pasteurella multocida, es una bacteria anaerobia facultativa. Para
su desarrollo el pH 6ptimo varia entre 7,2 'y 7,8, pero también puede crecer

en pH variables entre 6,2 a 10 segun el medio de cultivo que se utilice.

Para el aislamiento de Pasteurella multocida el medio de cultivo
debe estar suplementado con extracto de levadura, suero o sangre.
Ademas, debe contener alguna fuente de nitrégeno organico, aminoacidos,
vitaminas del grupo B, hematina o protoporfirina Harper et al. (2007),
ademas el acido pantoténico y la nicotinamida resultan esenciales para el

crecimiento.
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Los medios de cultivo que se utilizan son, entre otros, agar
almidon-dextrosa, caldo cerebro-corazén, agar sangre Columbia. Este
altimo, permite el desarrollo de colonias tipicas de Pasteurlla multocida al
cabo de 18 a 24 horas de incubacion a 37°C; son colonias pequefias, de 2-
3 mm de didmetro, opacas y adherentes al medio. El agar base sin el
agregado de sangre (AB) permite diferenciar colonias de Pasteurella
multocida de los contaminantes pues en ese medio las colonias son
iridiscentes, con diferencias en la intensidad en partes de la colonia, o bien
son mas pequefias y azuladas con muy poca o ninguna iridiscencia (Carter
y Genus 1984).

Por otro lado, se han desarrollado diferentes medios selectivos para
aislar Pasteurella multocida a partir de muestras de orofaringe de cerdos
(Awvril et al. 1990), de narices de conejos, de hisopados bucales de perros,
gatos, seres humanos e hisopados del tracto digestivo de aves (Lee et al.
2000), de hisopados laringotraqueales y cloacales de pollos y patos
(Muhairwa et al. 2001) y de hisopados del medio ambiente (Moore et al.
1994).

Estas bacterias también pueden hallarse en estado viable, aunque
no cultivable (Bull et al. 2010), lo que dificulta su desarrollo en los medios

de cultivo.

Pasteurella multocida es oxidasa y catalasa positiva y reduce
nitratos a nitritos. Produce indol a partir del triptéfano, aunque solo se
puede detectar su produccion en medios liquidos, pero no en medios
solidos. La mayoria de las cepas desarrollan independientemente de la
coenzima nicotin-adenindinucledtido (NAD). Con la excepcion de algunas
cepas, produce acido de la glucosa, galactosa, fructosa, manosa y sacarosa,
pero no de la lactosa (Mutters et al. 2005), por otro lado, carece de la
enzima B—galactosidasa, por lo que no es fermentadora lenta de lactosa.
No utiliza el citrato como Unica fuente de carbono en agar Simmons y no
hidroliza la urea (Mutters et al. 2005).
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Tabla 3.

Pruebas bioguimicas para la diferenciacion bioquimica de las 4

subespecies de Pasteurella multocida.

Subespecie

Prueba Multocida Séptica Gallicida Tigris
Sacarosa "2 H + -
Dulcitol - > + +
Manitol + i + -
Sorbitol + > + +
Trehalosa + + 3 +
Arabinosa G = 5 +
Xilosa + + i :

Fuente: Bull et al. (2010).
Biotipos de Pasteurella multocida

Mediante la fermentacion de los hidratos de carbono Pasteurella
multocida se divide en tres subespecies: multocida, séptica y gallicida
(Tabla 3). La subespecie multocida causa diversas enfermedades de

importancia en varias especies de animales domésticos.

La subespecie séptica se ha aislado de varias especies de caninos,
felinos, aves y también de seres humanos mientras que la subespecie
gallicida es reconocida como el agente causal del colera aviar, aunque
también ha sido encontrada en bovinos (Blackall et al. 2001), diferenciaron
a las 3 subespecies utilizando la fermentacién combinada de la arabinosa
y el sorbitol: 1) Pasteurella multocida subsp. gallicida - positiva a ambos
azucares, 2) Pasteurella multocida subsp. septica - negativa a ambos, y 3)
Pasteurella multocida subsp. multocida - negativa a la arabinosa y positiva

al sorbitol.

Estas tres subespecies oficialmente reconocidas tienen una muy
alta correlacion genetica pues mediante la secuenciacion del gen 16SrADN
se encontré6 un porcentaje de similitud muy cercano entre las 3

subespecies: 98,4%, 99,1% y 98,9% para séptica, gallicida y multocida,
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respectivamente. Ademas, propuso la existencia de una cuarta subespecie:
Pasteurella multocida subsp. tigris para denominar a cepas de Pasteurella
multocida distintas que habian sido aisladas de heridas infectadas de

mordeduras de tigres en seres humanos (Tabla 3).
Factores de virulencia

Se han identificado algunos factores de virulencia de Pasteurella
multocida. Como esta bacteria puede ser parte del microbiota del tracto
respiratorio superior del hospedador, puede comportarse como un
patdgeno secundario o bien como un patdégeno primario invasivo, de
acuerdo con el modo en que los factores de virulencia de las pasteurelas se
expresen y actlen contrarrestando la respuesta inmune de los
hospedadores (Van et al. 2011).

Ademas, también hay evidencias de que algunos factores de virulencia son
criticos para determinar la patogenicidad de ciertas cepas en algunos
hospedadores, pero no en otros. Entre los factores de virulencia se pueden
citar la capsula, los lipopolisacaridos, las toxinas, el sistema de adquisicion
de hierro y algunas adhesinas. Sin embargo, todavia no han sido descritos
los mecanismos moleculares en las células del hospedador ni la relacion

de las pasteurelas con el sistema inmune (Yoshimura et al. 2001).
Genes relacionados con la virulencia

Se reconocen varios genes asociados con la virulencia 43. Entre ellos se
describen algunos que codifican para la produccion de proteinas de
membrana externa, fimbrias de tipo 4 (pftA), filamentos de la
hemoaglutinina (pfhA), neuraminidasas (nanB y nanH), sistema de
adquisicion  de hierro  (exbBD-tonB, tbpA, hgbA, hgbB),
dermonecrotoxina (toxA) y superéxido dismutasas (sodA, sodC) (Van et
al. 2011).

Actualmente Rimac (2016), realizo la caracterizacion molecular de

24 aislados de Pasteurella multocida provenientes de alpacas con
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neumonia, que en las cepas de Pasteurella multocida provenientes de
alpacas estan presentes el tipo capsular A, genotipo LPS L6 (serovar 10,
11, 12 y/o 15) y los genes toxA, tbpA gue son genes que ocasionan una
fuente comdn de infeccion y posterior diseminacion clonal de la cepa

patdgena que afecta directamente a los animales.
Enfermedades causadas por Pasteurella multocida

Pasteurella multocida afecta tanto a los seres humanos como a los
animales domésticos que sufren diferentes presentaciones de pasteurelosis:
célera aviar, neumonia y septicemia hemorragica en bovinos y rinitis
atrofica o neumonia en porcinos. También se describen infecciones que
afectan a conejos, cabras y ovejas (Biberstein 1990). Estas enfermedades
tienen un gran impacto econémico, principalmente en los animales de cria

intensiva como los porcinos y las aves.

En Argentina, realizaron en 1939 el primer aislamiento de
Pasteurella y en los afios 1970 se reconocid a Pasteurella multocida como
el agente etiologico de la pasteurelosis de las aves, los porcinos, los

conejos y los bovinos (Rimac 2016).

2.3.3 Complejo neumonico en alpacas

Segun los estudios sostienen que los procesos neumonicos suelen
constituir una de las principales causas de muerte en crias de alpaca
Ameghino and De Martini (1991), ademas con mayor frecuencia la
enfermedad puede generalizarse debido a deficiencias en el sistema
inmune de la cria, desarrollando procesos septicémicos Ramirez et al.
(1998). Estos cuadros septicémicos deben ser diferenciados en cuanto a su
causa determinante; dentro de ellas debe considerarse los cuadros de
onfaloflebitis, cuya presentacién se asocia a deficiente desinfeccion
umbilical e higiene Fernandez (1991); Ramirez et al. (1998) y las

colisepticemias Bustinza (2000).
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Ademas, las neumonias fisiopatoldgicamente son procesos
inflamatorios pulmonares generalmente de curso rapido Bustinza (2001);
Ramirez (1980); que ocasionan el proceso inflamatorio pulmonar vy
generalmente con compromiso de los bronquios, alveolos y pleura
Ameghino and De Martini (1991). Generalmente la neumonia ocurre
después de ciertos periodos de estrés fisiologicos en animales de poca
vitalidad y por efecto de los cambios bruscos de las condiciones del medio
ambiente (Bustinza 2001).

En algunas oportunidades cursan con problemas septicémicos y la
muerte de animales Bustinza (2001).siendo muy frecuentes en neonatos y
animales jovenes como sostienen Huanca (1991), (Ramirez et al. 1998),
especialmente en crias jovenes Bustinza (2001), hasta generando al
momento del destete de las crias pudiendo alcanzar su tasa de mortalidad,
entre 2-27% del total Bustinza (2001); Ramirez et al. (1998).

Las mayores frecuencias de las neumonias son afectadas
principalmente a las crias de alpaca, generalmente después de ciertos
periodos de estrés fisiologicos durante los procesos de manejos
inadecuados y en animales de poca vitalidad y por efecto de cambios
bruscos de las condiciones del medio ambiente Bustinza (2001), ademas
Rodriguez y Mimbela (1981), Barsallo (1985), sostuvieron que también
constituyéndose una de las principales causas de muerte en alpacas adultas
yen los tuis generalmente que fueron sometidos a los bafios de inmersion
y esquila Bustinza (2001)

Estos casos de neumonia estarian relacionaos a causas por presencia
de diferentes agentes bacterianos y virales que interactian entre si
generando infecciones mixtas (P13 y BRSV coexistentes con Pasteurella
multocida y Mannheimia haemolytica), favoreciendo la proliferacién
bacteriana Calsin (2008).

Este hecho nos muestra que las crias de alpacas entre el nacimiento
y los dos primeros meses de vida exigen mayor cuidado y un adecuado

programa de prevencién y control de sus enfermedades infecciosas, que
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constituyen los principales problemas sanitarios y a partir del afio 2000
hasta 2019 no se tiene reportes cientificos de la mortalidad de crias de
alpacas por causas de neumonia ni en la sierra central y ni en el sur que

son de mayor producciéon alpaquera del Peru

2.3.4 Factores predisponentes de patologias neumonicas en alpacas

Bustinza (2000), Sostiene que en la presentacion de los procesos
neumonicos concurren factores predisponentes, los cuales son multiples y a
veces dificiles de identificar como: el medio ambiente, el estado del animal

y unos diversos agentes infecciosos como se detalla.
a) Factores intrinsecos
La edad

(Pizarro 1999) y Bustinza (2000), mencionan que la edad de las alpacas
juega un papel muy importante en la sobrevivencia, asi las crias son mas
susceptibles que los tuis y estas mas que las adultas y la mortalidad en los
primeros 30 dias es mayor cuanto mas joven es el animal y que generalmente
la mortalidad neonatal es de causa infecciosa, pero puede variar de acuerdo
al lugar, lo mismo que el indice de mortalidad Ameghino and De Martini
(1991).

La Raza

Ameghino & De Martini (1991) y Bustinza (2000), reportan que los
animales de Raza Suri son mas susceptibles que los de Raza Huacaya y esto

se debe a que las alpacas de Raza Suri son portadoras de genes semiletales.
a). Factores extrinsecos
El estrés

Pizarro (1999), menciona que en el sistema de manejo como la época del
destete provoca el estrés en los animales jovenes por el cambio de ambiente,

alimentacion debido a que estos animales dejan de mamar Bustinza (2000).
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Malnutricién de las madres.

Huanca et al. (2011), reportaron que el habitat natural de la alpaca son los
ecosistemas andinos localizados entre los 3800 y 5000 metros sobre el nivel
del mar, cuyos pastos son muy pobre en nutrientes debido a las condiciones
del suelo con la erosion y esto se sumarian la mala seleccién de campos o
en su defecto la seleccion de campos pobres, lo cual ocasiona una falta de
produccion de leche en la madre y por lo que nacen crias débiles Pizarro
(1999),; Bustinza (2000), ademas existen una predominancia de un sistemas
de crianza extensiva en los cuales se practica la crianza mixta incluyendo

Ilamas y ovinos Quispe et al. (2009).
Condiciones de los dormideros.

Para Bustinza (2000), las malas condiciones higiénicas de los dormideros,
especialmente en época de paricion, en donde los canchones estan llenos de
barro o con mucho guano son determinantes para la presencia de casos de
neumonia, ademas de ello sostiene que el suministro de biberon es muy
frecuente en caso de las crias huérfanas o “chitas” que es un factor

predisponente inadecuado en malas condiciones higiénicas.
Transporte.

Las rotaciones de dormideros, viajes largos, caminatas, transporte para los
repoblamientos en areas o zonas diferentes causas tension y estrés en los
animales, lo cual también los hace predisponentes Zavaleta (1991), ya que
en las caminatas las crias siguen a sus madres, acompafiandolas asi en las
diferentes actividades ganaderas ya sean bafios, dosificaciones, esquila,
entre otras Ameghino y De Martini (1991) y Bustinza (2000)

Suministro de calostro.

Las crias, debido al excesivo frio, lluvia o nieve no pueden lactar a las
madres esencialmente el calostro Pizarro (1999), Bustinza (2000), lo cual

ocasiona debilidad y deficiente inmunidad pasiva en la cria Ramirez et al.
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(1998). Se debe tener especial atencion con el consumo de calostro y leche
en las crias, procurando que sea adecuado, de lo contrario suplementar y

disponer de pastos para los adultos Sepulveda (2011).

La ingestion del calostro debe ser dentro de las primeras 72 horas de
vida del recién nacido Pizarro (1999); se ha encontrado asociacion entre los
procesos neumaonicos y niveles bajos de Ig G (9-15mg/ml) en crias menores
de 21 dias de edad Ramirez et al. (1998).

Registraron niveles de Ig relativamente bajos. Es decir que hubo fallas
completa o parcial en la transferencia de dichas inmunoglobulinas a través
del calostro, con este caso existe una estrecha correlacion entre la mortalidad
de crias por estas neumonias en particular, y la concentracion de anticuerpos

en el suero sanguineo Ameghino y De Martini (1991).
Epoca del afio.

Para Pizarro (1999), Bustinza (2000), sostiene que el periodo de paricién de
las alpacas es en los meses de enero a marzo, por las condiciones de clima
de puna, es en esa época en donde hay fuertes vientos, haciéndose mas
resistentes a partir de los dos meses de edad por el desarrollo del vell6n que

las protege.
Condiciones medioambientales.

Estrés por frio excesivo, lluvias excesivas, nevadas, heladas Ramirez et al.
(1998); Pizarro (1999), Bustinza (2000), con llevan a un enfriamiento
ambiental y partos distocicos Ramirez et al. (1998); Bustinza (2001)
especialmente en las crias recién nacidas, que son las mas susceptibles, pues
se ha observado que por esta causa mueren el 1,96 de las crias de alpacas
Bustinza (2000).

Por otro lado, algunos estudios realizados en el afio 1972 la
mortalidad de las crias fue mayor que en 1973, no obstante, en aquel afio

llovié maés, en consecuencia, se deberian por deficiencia de pasto y las
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2.3.5

madres no podian alimentar mejor a sus crias Bustinza (2000). Es necesario
sefialar, que las alpacas normalmente no paren en dias lluviosos, y solo lo
hacen por la mafiana, hasta la 1 p.m., nunca de noche, ni por la tarde, como
un mecanismo de adaptacion biologico, a las condiciones extremas de clima,
ya que en la alta puna, la temperatura puede descender por debajo de los
15°C, inclusive en época de lluvias, donde la diferencia térmica no es tan
extrema, como ocurre, en epocas de secas, en donde la temperatura
ambiental, baja por debajo de los - 5°C por la noche, ademas de correr

fuertes vientos Bustinza (2000).
Mecanismo de accion de los antibiéticos

Existen diversos mecanismos de accién por los cuales los antibi6ticos
actian como bacterioestaticos o bactericidas. En el trabajo, se agruparan a
los antibidticos mas importantes segtn la funcion que inhiben: sintesis de
pared bacteriana, sintesis de proteinas, replicacion del ADN e inhibicion del

metabolismo.
Sintesis de pared bacteriana

El peptidoglucano proporciona a la célula estabilidad rigida debido a su
estructura altamente reticulada y su sintesis tiene 3 etapas. La primera y
segunda tienen lugar en el citoplasma. Inicialmente, hay un enlace de amino
azucar seguido de la adicion de aminoacidos especificos (L-alanina, acido
D-glutdmico, L-lisina, seguido de un dipéptido, D-alanil-D-alanina) en un
orden prescrito para formar difosfato de uridina (UDP) -acetilmuramil-
pentapéptido. La etapa final se produce fuera de la célula para completar el
enlace cruzado, cuando se agregan nuevas subunidades al peptidoglucano
en crecimiento. El residuo de glicina terminal del puente de pentaglicina
estd relacionado con el cuarto residuo del pentapéptido (Dalanina),

liberando el quinto residuo (D-alanina) Typas et al. (2011).

Los p-lactdmicos (cefalosporinas, penicilinas, carbapenems)

interfieren con el Gltimo paso en la sintesis de peptidoglucano al actuar
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como un analogo de la porcién de D-alanina-D-alanina del residuo N-
acetilmuramico. La conformacion de penicilina es muy similar a la de D-
alanina-D-alanina, por lo que las transpeptidasas (PBP: proteinas fijadoras
de penicilinas) reaccionan con el nucleo del B-lactamico, inactivando la
reaccion de transpeptidasa y dando como resultado la formacién de nuevas
cadenas de peptidoglucano con poca resistencia a la traccion.

Los puntos débiles se desarrollan en la pared celular en crecimiento,
lo que da como resultado la ruptura celular debido a la lisis osmotica
Josephine et al. (2004). Por otro lado, los glucopéptidos como la
vancomicina inhiben la sintesis de peptidoglucano mediante la union al
dipéptido D-alanina-Dalanina y blogueando la actividad transglicosilasa y
transpeptidasa Kahne et al. (2005).

Los B-lactamicos pueden ser usados contra bacterias Gram-positivas
o Gram negativas, mientras que los glucopéptidos son efectivos sélo contra
Gram-positivas, debido a la baja permeabilidad que posee Kohanski et al.
(2010).

Sintesis de proteinas

El proceso de traduccion del ARNm se produce en tres fases secuenciales
(iniciacion, elongacién y terminacién) que involucran al ribosoma y un
conjunto de factores accesorios citoplasmaticos Lodish et al. (2000). El
ribosoma estd compuesto por dos subunidades: 50S y 30S. Los farmacos
que inhiben la sintesis de proteinas se encuentran entre las clases mas
amplias de antibidticos y se pueden dividir en dos subclases: los inhibidores
de subunidad 50S y los de subunidad 30S Kohanski et al. (2010).

Los inhibidores de ribosoma 50S incluyen las clases de antibiéticos
macrolidos (p. Ej., Eritromicina), lincosamidas (p. Ej., Clindamicina),
estreptogramina (p. Ej., Dalfopristina / quinupristina), amfenicoles (p. Ej.,
Cloranfenicol) y oxazolidinona (por ejemplo, linezolid) Katz y Ashley,

(2005). Estos antibidticos funcionan bloqueando fisicamente la iniciacion
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de la traduccion de proteinas (como es el caso de las oxazolidinonas) (Patel
etal. 2001), o la translocacion de peptidil-ARNTt, lo que sirve para inhibir la
reaccion de la peptidiltransferasa que elonga la cadena del péptido naciente
Menninger & Otto (1982); Kohanski et al. (2010).

Los inhibidores de ribosomas 30S incluyen las familias de antibioticos
como tetraciclinas y aminociclitoles. Las tetraciclinas funcionan
blogueando el acceso de aminoacil-ARNt al ribosoma Chopra & Roberts
(2001). Los aminociclitoles estdn compuestos por espectinomicina y
aminoglucoésidos (por ejemplo, estreptomicina, kanamicina y gentamicina),
que se unen al componente ARNr 16S de la subunidad ribosémica 30S. La
espectinomicina interfiere con la estabilidad de la union del peptidil-tRNA
al ribosoma mediante la inhibicion de la translocacion catalizada por el
factor de elongacion, pero no causa una mala traduccion de la proteina
Hancock & Brinkman (2002). Por el contrario, la interaccion entre los
aminoglucoésidos y el ARNr 16S puede inducir una alteracion en la
conformaciéon del complejo formado entre un codén de ARNm y su
aminoacil-ARNt cargado analogo en el ribosoma, promoviendo el
desacoplamiento de ARNt que puede dar lugar a una mala traduccion de

proteinas (Pape et al. 2000).
Replicacion del ADN

El ADN girasa es una de las topoisomerasas de ADN que actua durante la
replicacion del ADN para reducir la tensién molecular causada por el super
enrollamiento. EI ADN girasa produce cortes de doble cadena y después son
unidos por la ligasa Lodish et al. (2000), Espeli (2004). Las quinolonas son
un grupo de antibioticos cuyo objetivo es interferir en la sintesis del ADN,
interactuando con dos enzimas: ADN girasa (genes gyrA y gyrB) y
topoisomerasa IV (genes parC y parE). Generalmente, el blanco en bacterias
gram-negativas es el ADN girasa y la topoisomerasa IV en gram-positivas
Belland et al. (1994); (Blondeau 2004).
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2.3.6

Metabolismo bacteriano

Un ejemplo tipico de este mecanismo de resistencia es el empleado por las
sulfonamidas. Su accion se basa en la selectividad a la enzima
dihidropteroato sintetasa (DHPS) que cataliza la condensacion de &cido p-
aminobenzoico (PABA) y 7,8- dihidro-6-hidroximetilpterin-pirofosfato
(DHPPP) para formar acido dihidropteroico, que es el penultimo paso en la
formacion de acido dihidrofélico Ola (2000).

Las células de los mamiferos no dependen de la sintesis enddgena de
acido folico, y generalmente carecen de DHPS, por lo que es consumido en
la dieta. Los eucariotas superiores pueden utilizar folatos dietéticos por
absorcién a través de un sistema de transporte, que la mayoria de los
procariotas y algunos eucariotas menores no poseen. Estos tienen que
sintetizar folatos de novo a partir de moléculas pequefias, incluida la
formacion de acido dihidropteroico catalizado por DHPS. Esta es la base del
efecto selectivo de las sulfonamidas sobre las bacterias y su amplio espectro
de actividad antibacteriana Ola (2000).

Mecanismos de resistencia antibidtica

Las bacterias han evolucionado con el paso de los afios y han adquirido
diversos mecanismos de resistencia a multiples antibiéticos. Mediante el
uso de mecanismos intrinsecos o adquiridos, las bacterias pueden sobrevivir
el efecto de los antibioticos Giedraitiené et al. (2011); Munita y Arias
(2016).

Modificaciones de la molécula antibidtica

Una de las estrategias mas exitosas por parte de las bacterias es la
produccion de enzimas que destruyan a los antibidticos, impidiendo su

accion Munita y Arias (2016).
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Alteraciones quimicas

La produccion de enzimas capaces de generar cambios quimicos en la
molécula antibiodtica es un mecanismo ampliamente estudiado en bacterias
Gram-negativas y Gram-positivas. La mayoria de los antibidticos afectados
por este mecanismo son aquellos que ejercen su accion inhibiendo la sintesis
de proteinas de la bacteria a un nivel ribosomal (Wilson 2014). Se han
descrito muchos tipos de enzimas capaces de desarrollar multiples
reacciones bioquimicas: acetilacion (aminoglucosidos, cloranfenicol,
estreptograminas), fosforilacion (aminoglucésidos, cloranfenicol) vy
adenilacion  (aminoglucésidos, lincosamidas). Cualquiera de estos
mecanismos genera una disminucion de la avidez del antibidtico por su
diana Munita y Arias (2016).Un ejemplo de este mecanismo de resistencia
son las enzimas que acttan sobre los aminoglucosidos, que son ampliamente
utilizados en todo el mundo, y son un componente esencial en el tratamiento
de infecciones (Kotra et al. 2000). Su eficacia se ve disminuida
notablemente por el surgimiento las enzimas modificadoras de
aminoglucoésidos (AME) presentes en practicamente en casi todos los
géneros bacterianos Ramirez y Tolmasky (2010). La nomenclatura de
clasificacion considera su actividad bioquimica (Figura 3): ACC
(Acetiltransferasas), ANT (Adeniltransferasas) y APH (Fosfotransferasas)
Munita y Arias (2016).

La familia APH se encuentra ampliamente distribuida en gram-
positivos y gramnegativos y altera la estructura de la kanamicina y
estreptomicina, pero no afecta a la Gentamicina o tobramicina Diaz et al.
(2005). Por otro lado, la familia AAC se encuentra principalmente en Gram-
negativos incluyendo Enterobacteriaceae, Pseudomonas y Acinetobacter, y
afecta a mas aminoglucosidos, incluyendo a la Amikacina y Gentamicina
Ramirez y Tolmasky (2010). Por otro lado, la familia ANT afecta a

Gentamicina y Tobramicina y los genes que la codifican pueden estar
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presentes en Gram-positivos y Gram-negativos Ramirez y Tolmasky
(2010).

Algunas de estas enzimas han evolucionado para tener mas de una
actividad bioquimica, como AAC (6’) APH (2°) presente en Gram-
positivos Hollenbeck y Rice (2012).

Destruccion de la molécula antibiética

La destruccion del antibiético mediante el uso de enzimas es el principal
mecanismo de resistencia a los B-lactdmicos, por la accion de las B-
lactamasas. Estas enzimas destruyen el enlace amida del anillo de -
lactimico como penicilinas, monobactams, y carbapenems Oztiirk et al.
(2015). Las B-lactamasas se describieron por primera vez a principios de la
década de 1940, un afio antes de que se introdujera la penicilina en el
mercado Abraham y Chain (1988). Sin embargo, diversos estudios han
sefialado que estas enzimas o precursores relacionados, han estado presentes
en fuentes naturales mucho antes, proveyendo un ambiente protector para
los microorganismos capaces de producirlos Medeiros (1997). Es
indiscutible que la prevalencia y variedad de [-lactamasas se han
multiplicado dramaticamente en los tltimos afios con el uso de B-lactdmicos

de manera terapeutica Knapp et al. (2010).

Como un ejemplo, las infecciones causadas por Staphylococcus
aureus resistente a penicilina se volvieron clinicamente relevantes después
de que la penicilina se hizo ampliamente disponible y se descubrié que el
mecanismo de resistencia era una penicilinasa codificada por plasmido que
se transmitia facilmente entre cepas, lo que producia una diseminacion

rapida del rasgo de resistencia Bush (2013).

Para superar este problema, se fabricaron nuevos compuestos de [3-
lactamicos con un espectro de actividad mas amplio y una menor
susceptibilidad a las penicilinasas (como la ampicilina). Sin embargo,

durante la década de 1960 se encontrd una nueva B-lactamasa codificada
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por plasmido capaz de hidrolizar la ampicilina entre gramnegativos
(denominada TEM-1 después del nombre del paciente en el que se encontro
originalmente [Temoneira]) Paterson and Bonomo (2005). A partir de
entonces, el desarrollo de nuevas generaciones de f-lactamicos ha seguido
a larépida aparicion de enzimas capaces de hidrolizarlos, debido a la presion
selectiva que nosotros realizamos sobre las comunidades microbianas
Munita y Arias (2016).

Se han descrito mas de 1,000 B-lactamasas diferentes y es probable
gue se sigan encontrando mas, como parte normal del proceso de evolucion
bacteriana Lahey (2015). En los afios 80 se introdujeron al mercado
antibioticos B-lactamicos de amplio espectro e inhibidores de B-lactamasas
Bradford (2001). Sin embargo, ocurrio una rapida emergencia de B-
lactamasas de espectro extendido (BLEE) con resistencia a cefalosporinas
como ceftazidima y cefotaxime Knothe et al. (1983), Paterson and Bonomo
(2005).

Existen dos esquemas de clasificacion de B-lactamasas mundialmente
aceptados. En primer lugar, la clasificacion se basa en la identidad de la
secuencia de aminoacidos y separa las B-lactamasas en 4 grupos (A-D). Por
otro lado, la clasificacion de Bush-Jacoby divide PB-lactamasas en 3
categorias de acuerdo con su mfuncién bioquimica, basada principalmente

en la especificidad del sustrato Bush (2013).

El Grupo 1 contiene a las cefalosporinasas (correspondiente a la Clase
C), el Grupo 2 contiene a las serin B-lactamasas (Clases Ay D) y el Grupo
3 a las metalo B- lactamasas (Clase B), cada una dividida en varios grupos
Bush et al. (1995).

Ingreso del antibiético: Disminucién de la permeabilidad

La mayoria de los antibidticos se dirigen a procesos/moléculas
intracelulares y deben tener la capacidad penetrar la membrana

citoplasmatica o la membrana externa de las células bacterianas. En
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particular, la membrana externa de bacterias Gram-negativas proporciona
una barrera formidable Delcour (2009). Las bacterias han desarrollado
mecanismos para evitar que el antibidtico alcance su objetivo al disminuir
la absorcion de la molécula antimicrobiana. Este mecanismo es
particularmente importante en las bacterias Gram-negativas, lo que limita la
afluencia de sustancias del medio externo. De hecho, la membrana externa
actia como la primera linea de defensa contra la penetracion de multiples
compuestos tdxicos, incluidos varios agentes antimicrobianos Munita y
Arias (2016).

Existen esencialmente dos vias que los antibidticos pueden tomar a
través de la membrana externa: una via mediada por lipidos para antibiéticos
hidréfobos, y otra por porinas de difusion general para antibidticos
hidréfilos. Las composiciones de lipidos y proteinas de la membrana externa
tienen un fuerte impacto en la sensibilidad de las bacterias a muchos tipos
de antibioticos, y la resistencia a los medicamentos que implican

modificaciones de estas macromoléculas es comun Delcour (2009).

La membrana externa en bacterias Gram-negativas es considerada la
primera linea de defensa contra componentes toxicos Nikaido (2003). Esta
barrera estd compuesta por una bicapa fosfolipidica impermeable a
moléculas grandes y con carga. El paso de moléculas del exterior al espacio
intracelular es mediado por porinas, permitiendo la penetracion pasiva de
moleculas hidrofilicas Nikaido (2003); Delcour (2009). (Figura 6). Los -
lactdmicos, tetraciclinas y algunas fluoroquinilonas son ejemplos de
antibidticos hidrofilicos que son afectados por cambios en la permeabilidad

de la membrana externa Pages et al. (2008).

El principal ejemplo de la eficacia de esta barrera natural es el hecho
de que la vancomicina, un antibi6tico glucopéptido, no es activo contra
organismos gramnegativos debido a la falta de penetracion a través de la
membrana externa. Del mismo modo, la resistencia natural de Pseudomonas

y Acinetobacter baumanii a los [-lactamicos (en comparacion con
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Enterobacteriaceae) puede explicarse, al menosen parte, a un ndmero
reducido y/o expresion diferencial de porinas Hancock and Brinkman
(2002).

Este mecanismo de resistencia se ha encontrado en diversas especies
bacterianas como Enterococcus cloacae, Salmonella spp., Neisseria
gonorrhoeae, Acinetobacter baumanii entre otros. Un ejemplo es
Pseudomonas aeruginosa que posee una proteina de membrana externa
aberrante denominada OprD, normalmente utilizada para la absorcion de
aminoacidos bésicos y antibidticos (como el imipenem, un potente

antibidtico utilizado contra cepas de Pseudomonas aeruginosa).

Las mutaciones del gen oprD surgen en aislados clinicos de P.
aeruginosa durante el tratamiento. Otro ejemplo demuestra las cepas de
Klebsiella pneumoniae posterior a una terapia antibiotica. Se ha encontrado
que aislados posttratamiento exhiben un cambio en expresion de porinas
OmpK35 y Omp36, evento relacionado con la disminucion de 4-8 veces en
la sensibilidad a una amplia gama de B-lactdmicos (Domenech et al. 2003)
y (Hasdemir et al. 2004).

Bombas de eflujo

La produccion de maquinarias bacterianas complejas capaces de transportar
un compuesto toxico fuera de la célula también puede producir resistencia
a los antimicrobianos. Estas bombas no sélo transportan al exterior las
moléculas antibioticas, también llevan a la adquisicién de mecanismos de
resistencia disminuyendo la concentracion del antibiético intracelular y
promoviendo el acimulo de mutaciones Sun et al. (2014) y Munita y Arias
(2016).

Adicionalmente, existe evidencia que sugiere que las bombas de
eflujo también tienen funciones fisiologicas y que su expresion va ligada a
una respuesta a sefiales ambientales y fisiolégicas Sun et al. (2014). En 1980

se describié en Escherichia coli la capacidad de bombear al exterior
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tetraciclina mediante una bomba de eflujo. Desde entonces, muchas clases
de estas bombas han sido caracterizadas en bacterias gram-positivas y gram-
negativas. Estos sistemas pueden ser sustrato-especificos o con capacidad
de movilizar una amplia variedad de moléculas, como en las bacterias
multridogorresistentes (MDR) Poole (2005).

Hay 5 familias principales de bombas de eflujo (Figura 7), que
incluyen 1) la superfamilia facilitadora principal (MFS), 2) la familia de
resistencia a maltiples farmacos (SMR), 3) la familia de division de celulas
nodulares de resistencia (RND), 4) familia de cassettes de union a ATP
(ABC), y 5) la familia de extrusion de compuestos maultiples y toxicos
(MATE). Estas familias difieren en términos de conformacion estructural,
fuente de energia, rango de sustratos que pueden extruir y en el tipo de
organismos bacterianos en los que se distribuyen Piddock (2006).

Cambios en la molécula diana

Una estrategia comdn para que las bacterias desarrollen resistencia
antimicrobiana es evitar la accion del antibidtico interfiriendo con su
molécula diana objetivo. Para lograr esto, las bacterias han desarrollado
diferentes tacticas, que incluyen la proteccién del objetivo (evitando que el
antibidtico llegue a su sitio de union) y modificaciones del sitio objetivo que
resultan en una disminucion de la afinidad por la molécula de antibidtico
Munita y Arias (2016).

Proteccidon de antibidticos

Los antibioticos afectados por este mecanismo son la tetraciclina (Tet [M]
y Tet [O], fluoroguinolonas (Qnr), acido fusidico (FusB y FusC) entre otros.
Por ejemplo, Tet (M) fue descrito inicialmente en Streptococcus spp. y Tet
(O) en Campylobacter jejuni. En la actualidad se encuentran ampliamente
distribuidos entre diferentes especies bacterianas, probablemente debido a
su ubicacion en plasmidos y transposones conjugativos Connell et al.,

(2003). Ambos interactiian a nivel ribosomal y ‘desalojan’ a la tetraciclina
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de su sitio de union utilizando GTP impidiendo asi su accion Donhofer et
al. (2012). Otro ejemplo es la proteina Qnr, un determinante de resistencia
a fluoroquinolonas mediado por plasmidos. Fue inicialmente descrito en un
aislado de Klebsiella penumoniae en 1990 Martinez et al. (1998). Actla
como un homdlogo de ADN que compite por el sitio de unién de ADN de
la ADN-girasa y topoisomerasa IV. La disminucion de esta interaccion
disminuye las oportunidades de la quinolona para formar y estabilizar el

complejo ADN-quinilona Rodriguez et al. (2011).

Modificacion

La introduccién de modificaciones en el sitio objetivo es uno de los
mecanismos mas comunes de resistencia a antibidticos en patdgenos
bacterianos. Estos cambios diana pueden consistir en 1) mutaciones
puntuales en los genes que codifican el sitio diana, 2) alteraciones
enzimaticas del sitio de union y 3) reemplazo o derivacion del objetivo

original. El resultado es la disminucién de la afinidad del antibidtico con su
diana Munita y Arias (2016).

Mutaciones del sitio blanco

Un ejemplo bien caracterizado de resistencia son las mutaciones de
resistencia a fluoroquinolonas. Esta familia de antibi6ticos interrumpe la
replicacion del ADN mediante la inhibicion de dos enzimas cruciales: ADN
girasa y topoisomerasa IV. El desarrollo de mutaciones cromosomicas en
los genes gyrA (ADN girasa) y parCparE (topoisomerasa 1V) es el
mecanismo mas frecuente de resistencia adquirida a las fluoroquinolonas
Vakili et al. (2014).

Alteracion enzimatica del sitio blanco

Un ejemplo es la metilacion del ribosoma catalizado por una enzima
codificada por los genes erm (metilacion ribosdmica de la eritromicina), que
da como resultado resistencia a los macrolidos. Estas enzimas son capaces

de mono o dimetilar un residuo de adenina en la posicion A2058 del
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dominio V del ARN 23r de la subunidad ribosémica 50S. Debido a este
cambio bioquimico, la union de la molécula antimicrobiana a su objetivo se
ve afectada. Es importante destacar que, dado que los antibioticos
macrolidos, lincosamidas y estreptogramina B tienen sitios de unién
superpuestos en el ARNr 23S, la expresion de los genes erm confiere
resistencia cruzada a todos los miembros del grupo MLSB (macrélidos-

lincosamidas estreptogramina B) Leclercq (2002).

Estos genes estan ampliamente distribuidos y ahora se han encontrado
en mas de 30 géneros bacterianos diferentes. La resistencia mediada por
Erm conlleva un importante costo de aptitud bacteriana debido a una
traduccion menos eficaz por parte del ribosoma metilado. Por lo tanto,
aunque el fenotipo de MLSB puede expresarse de manera constitutiva, en
la mayoria de los casos esta sujeto a un control estricto a través de una

compleja regulacién génica post-transcripcional Leclercq (2002).

A través de este mecanismo, las bacterias que crecen en ausencia de
antibidticos producen un transcrito de ARNm inactivo que no se puede
traducir en la proteina deseada (en este caso, una metilasa). Por el contrario,
en presencia de antibidtico, la transcripcion se activa y el sistema esta
preparado para conferir resistencia rapida Katz y Ashley (2005).

Reemplazo completo del sitio blanco

Usando esta estrategia, los ejemplos mas relevantes incluyen la resistencia
a la meticilina en Staphylococcus aureus debido a la adquisicion de una PBP
(proteina fijadora de penicilina) exdgena (PBP2a) y resistencia a la
vancomicina en los enterococos mediante modificaciones de la estructura
del peptidoglicano mediada por los grupos de genes van Munita y Arias
(2016). Los B-lactdmicos tienen la capacidad de alterar la sintesis del
peptidoglucano de la pared celular bacteriana mediante la inhibicion de las
PBP, responsables de la transpeptidacion y transglicosilacion del
peptidoglucano Heesemann (1993); (Koch 2000); (Kong et al. 2010).
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La resistencia a la meticilina en S. aureus es el resultado de la
adquisiciéon de un gen extrafio (probablemente de Staphylococcus sciuri)
designada mecA a menudo localizado en un fragmento de ADN
denominado casete cromosomico estafilococico (SCCmec). El gen meco
codifica PBP2a, una PBP que tiene baja afinidad por todos los B-lactdmicos,
incluidas las penicilinas, las cefalosporinas (excepto los compuestos de
ultima generacién) y los carbapenémicos Aréde et al. (2012) Munita y Arias
(2016).

Otro ejemplo importante de la estrategia de sustitucion y derivacion
para lograr resistencia esta relacionado con la resistencia a vancomicina. De
forma similar a los B-lactamicos, los glucopéptidos (vancomicina y
teicoplanina) inhiben la sintesis de la pared celular. Los glucopéptidos no
interactGan directamente con los PBP, se unen al terminal D-alanina-D-
alanina (D-Ala-D-Ala) de la fraccidn de pentapéptido de los precursores de
peptidoglicano nacientes, resultando en la inhibicién de la sintesis de la
pared (Gardete y Tomasz 2014); Faron et al. (2016).

2.4 Definicidon de términos

Anélisis de sensibilidad a antibioticos (ASA): Término genérico para la
determinacion en el laboratorio de la prueba de difusion en disco o la

determinacion de la concentracién minima inhibitoria (CMI).

Antibiograma: Resultado del analisis de laboratorio para determinar la
sensibilidad de una cepa bacteriana aislada a diferentes antibioticos. Los
antibiogramas se pueden recopilar para obtener antibiogramas
acumulativos, que pueden ayudar a elaborar recomendaciones de

prescripcion en el ambito nacional, regional o de un hospital.

Antibiotico: Sustancia quimica; en particular, producida por un
microorganismo que mata o inhibe el crecimiento de bacterias a muy baja

concentracion.
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Antimicrobiano: Sustancia quimica que mata o inhibe el crecimiento de

microorganismos como bacterias, virus u hongos.

Antimicrobianos de amplio espectro: Antimicrobianos que presentan
actividad frente a varios microorganismos con distintos mecanismos de

resistencia.

Bacteriemia: Infeccion en la que se produce (y se identifica) la presencia
de bacterias en la sangre.

Cepa: Variante genética o subtipo de microorganismo de virus, bacteria u

hongo.

Cepa bacteriana aislada: Separacion de cepas bacterianas mezcladas en

cepas individuales para permitir su identificacion.

CMB (Concentracion Minima Bactericida): La concentracion mas baja

de un antibidtico que mata a una cepa bacteriana.

CMI (concentracion minima inhibitoria): Medicion cuantitativa
(expresada en mg/l o pug/ml) de la actividad de un antibiotico especifico

frente a una cepa aislada particular.

Difusion en disco: Método de laboratorio ampliamente utilizado para medir

la actividad de un antibidtico especifico frente a una cepa aislada particular.

Farmacodinamica (FD): Estudio de los efectos bioquimicos y fisioldgicos
de los farmacos sobre el organismo o sobre los microorganismos o parasitos

que se encuentran en él, y los mecanismos de accién del farmaco.

Farmacocinética (FC): Las interacciones caracteristicas entre un farmaco
y el organismo, en lo que respecta a su absorcion, distribucion, metabolismo

y excrecion.

Resistencia bacteriana: La resistencia bacteriana es la capacidad que
tienen las bacterias de soportar los efectos de los antibidticos o biocidas

destinados a eliminarlas o controlarlas.
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Resistencia maltiple o multirresistencia: Es cuando una cepa bacteriana
es resistente a varios antimicrobianos o tipos de antimicrobianos distintos.
Por ejemplo, la tuberculosis multirresistente es resistente de forma
simultanea a diversos antibidticos que pertenecen a diferentes grupos

quimicos.
2.5 ldentificacion de Variables

La investigacion es univariable: Susceptibilidad antibidtica frente a agentes
bacterianos neumonicos de Mannheimia haemolytica y Pasteurella

multocida.
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2.5.1 Definicién operacional de la variable

Tabla 4

Operacionalizacion de variables

VARIABLE

DIMENSIONES

SUBDIMENSIONES

INDICADOR

INSTRUMENTO
DE MEDICION

Susceptibilidad
antibidtica  frente a
agentes bacterianos
neumanicos

Levofloxacina
Ciprofloxacina

Antibidticos que presenten halos de inhibicion y los puntos de corte
segln la tabla de estandares de antibiéticos por el CLSI (2019) seran

Mannheimia Penicilina denominados: sensibles (S), Intermedio () y resistentes (R) frente a Test de pruebas
haemolytica Tetraciclina las Cepas de Mannheimia haemolytica como se detalla a bioguimicas
Amoxicillin-clavulanic | continuacion:
acid
Estreptomicina Levofloxacina: S>27; R<26
Ciprofloxacina: S>27; R<26
Penicilina: S>17; R<16
Tetraciclina: S> 24; R<23
Amoxicillin-clavulanic acid: S>15; R<14
Estreptomicina: S>22; R<21
Levofloxacina Antibidticos que presenten halos de inhibicién y los puntos de corte
Ciprofloxacina segn la tabla de estandares de antibiéticos por el CLSI (2019) seran Test de pruebas
Penicilina denominados: sensibles (S), Intermedio (1) y resistentes (R) frente a
Tetraciclina las Cepas de Pasteurella multocida como se detalla a continuacion: bioguimicas
Amoxicillin-clavulanic
acid Levofloxacina: S>27; R<26
Pasteurella Estreptomicina Ciprofloxacina: S>27; R<26
. Penicilina: S> 17; R<16
multocida

Tetraciclina: S> 24; R<23
Amoxicillin-clavulanic acid: S> 15; R<14
Estreptomicina: S>22; R<21

Fuente: Elaboracion propia.
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

CAPITULO III

METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION
Tipo de investigacion

El tipo de investigacion es basica, debido a que nos permitio encontrar el
perfil de susceptibilidad antibidtica de cepas de Mannheimia haemolytica y
Pasteurella multocida aislados de crias de alpacas con signos de neumonia
Carrasco (2006).

Nivel de investigacion

El estudio es de nivel de investigacion descriptivo Transversal Hernandez
et al. (2014) y Carrasco (2006), debido a que se lleg6 a conocer el perfil
susceptibilidad antibidtica de cepas de Mannheimia haemolytica y

Pasteurella multocida asiladas de crias de alpacas con signos de neumonia.

Meétodo de Investigacion

En la investigacion se utilizé el método cientifico para lograr los objetivos
de la investigacidn Carrasco (2006) y como especificos se realizd mediante

los métodos analiticos y explicativo.
Disefio de investigacion

En el estudio se utilizé el disefio descriptivo simple, debido a que en la
investigacion se buscd y recogié informacion en base a una situacion

previamente determinada de los objetivos y no presentdndose ninguna
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3.5.

3.5.1.

3.5.2.

3.5.3.

administracién a control de tratamiento Carrasco (2006), para ello se

muestra el modelo del disefio.

M O

M = Grupo de estudios: cepas de Mannheimia haemolytica y Pasteurella

multocida aisladas de crias de alpacas con signos de neumonia.

O = Resultados de la susceptibilidad antibidtica en los antibi6ticos
veterinarios mas usuales frente a cepas de Mannheimia haemolytica y

Pasteurella multocida asilados de crias de alpacas con signos de neumonia
Poblacién, muestra y muestreo

Paoblacion

La poblacion de estudio se considerd como referencial 4 comunidades
campesinas con tendencias altas de mortalidades de crias de alpacas
aparentemente por causas de neumonias aledafios al distrito de
Huancavelica, haciendo un total referencial minimo 95 muestras de

hisopados nasales aislados de crias de alpaca.
Muestra

Se consider6 de tipo no probabilistico basado segun el teorema del limite
central Camacho (2002). Considerando un minimo de 60 muestras positivas
de Mannheimia haemolytica y Pasteurella multocida presentes en crias de
alpacas con signos de neumonia, debido a que no se conoce la tendencia de

la prevalencia de estos agentes bacterianos.
Muestreo

Se llevo a cabo un muestreo no probabilistico, tipo intencional, donde
tuvimos 95 muestras de hisopados nasales, aislados de crias de alpacas
huacaya con casos de neumonia menores de 60 dias de nacidos, de la

poblacién formaron parte de la muestra.
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3.6.

3.6.1.

3.6.2.

Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos
Técnicas

Técnica de observacion: Son procesos sistematicos que permitieron la
recopilacién y registro de datos significativos para el investigador lo cual
estuvo acompariado a traves de las fichas de evaluacion y registro Carrasco
(2006) y Aceituno et al. (2020) por ello utilizamos esta técnica porque nos
permitié observar los procesos de experimentacién en laboratorio y en base
a ello pudimos obtener datos reales y objetivas planteados en la

investigacion.

Pruebas bioquimicas: Permitié aislar e identificar cepas puras de
Mannheimia haemolytica y Pasteurella multocida que fueron provenientes
de las muestras de crias de alpacas con signos de neumonia y referencia al

Manual de Bacteriologia Bergey’s (2008).

Test de Kirby Bauer y puntos de corte considerados (CLSI, 2019).-
Permitio evaluar e identificar los valores de la concentracion minima
inhibitoria (CMI) de los halos y los puntos de corte de categorias de:
R[resistencia], S[sensible], que presento las cepas de Mannheimia
haemolytica y Pasteurella multocida aisladas de crias de alpacas con signos
de neumonia frente a los diferentes antibidticos probados que se tuvo en
consideracion el Manual de Performance Standards for Antimicrobial
Susceptibility Testing (CLSI, 2019) & De Toro et al. (2014).

Instrumentos

Cuenta colonias
Placas Petri de 30 ml
Agar nutritivo

Aza de kolle
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3.7.

Procedimiento de recolecciéon de datos

1) A nivel de campo

a) Recoleccion de muestras

Se identificaron crias de alpacas que presenten signos de neumonia de
las diferentes comunidades mas predominantes de esta especie y
aledafios a la provincia de Huancavelica, Peru (Tansiri, Alto Andino,
Pucapampa y Santa Rosa de Pachaclla), de ello se muestrearon segun
el teorema del limite central considerando un minimo de 60 muestras
de hisopados nasales, las muestras se recolectaron por hisopos en
criobales estériles con blfer peptonada en horarios de madrugada (6:00
am a 7:30 am) sin la presencia de rayos solares con eficiente manejo de
bioseguridad, rotulados y registrados Carhuapoma et. al. (2018),
transportados en un medio refrigerante a temperatura 8-12°C (caja
tecnopor con hielo biolégico) al Laboratorio de Salud Animal de la

Universidad Nacional de Huancavelica.

2) A nivel de laboratorio

a) Aislamiento e identificacion bacterioldgica.

Las muestras extraidas por hisopos nasales de las crias de alpacas con
signos de neumonia fueron cultivadas en Agar Base Columbia
enriquecido con sangre de alpaca desfebrinada estéril al 5% (SAD) y
como inhibido de microrganismos se agreg6 Gentamicina (0,75 pg/mL)
para la Pasteurella multocida y la Mannheimia haemolytica fueron
cultivados en agar de infusién Cerebro Corazon (BIH) enriquecidos con
sangre de alpaca desfebrinada estéril al 5% (SAD) y adicionamos
Gentamicina (0,75 pg/ml) como inhibido de microrganismos e
incubados a 37°C/ 24 horas a procesos aerdbicos, segin Moore et al.
(1994) & Auvril et al. (1990).
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b) Identificacion bacteriana
Morfologia celular
Para la identificacion morfolégica de las cepas de Pasteurella
multocida y la Mannheimia haemolytica, se realizd a través de
extendidos de tincién de Gram, que incluye la solucién de colorante:
violeta cristal, safranina y solucion de lugol, ademéas se realizd la
identificacion macroscopica donde las Cepas fueron identificados
segun la morfologia que presentaron como: cilindrico, elevacion,
convexa, cremosa, microscopica (grupo y tencién Gram) y las pruebas
de hemoliticas (B hemolitica, a hemolitica y hemolitica).
Pruebas Bioquimicas
Para una mejor identificacion de las cepas de Pasteurella multocida y
la Mannheimia haemolytica se inocularon en medios de agar Hierro tres
azucares (TSI), Lisina (LIA), Citrato de Simmons (HS4), SIM, Caldos
Urea e incubados a 37° ¢ / 24 horas, ademas se realizaran las pruebas de
Voges-Proskauer, MIO y catalasa segun el Manual de Bacteriologia
Bergey’s (2008).

c) Estudios de sensibilidad
La sensibilidad antibidtica se realiz6 mediante el Método de Kirby
Bauer para ello se prepar6 suspensiones bacterianas en solucion salina
0,9% a unaturbidez de 0,5 en la escala de Mc Farland a partir del cultivo
fresco y enriquecida en caldo infusion Cerebro Corazon (BIH) e
incubados a 37°C / 3 horas De Toro et al. (2014): Carhuapoma et. al.
(2018). Con un hisopo estéril, se inocularon de manera homogénea
sobre la superficie de una placa de Agar Mueller Hilton, y se colocé los
discos de antimicrobianos con las concentraciones recomendados por
el Manual de Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility
Testing (CLSI. 2019). Las placas se incubaron a 37°C/12 horas y los
halos de inhibicion producidos por las cepas de Pasteurella multocida
y la Mannheimia haemolytica se hicieron lectura e interpretamos

siguiendo los puntos de corte propuestos por el CLSI (tabla 5).
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3.8.

3.9.

Tabla 5
Antibidticos a probar en la prueba de Kirby Bauer y puntos de corte
considerados (CLSI, 2019).

ANTIBIOTICO A PROBAR HALO DE INHIBICION (CMI)

R
Levofloxacina <26 >27
Ciprofloxacina <26 >27
Penicilina <16 >17
Tetraciclina <23 >24
Amoxicillin-clavulanic acid <14 >18
Estreptomicina <21 >22

Fuente: (CLSI, 2019).

Técnicas de procesamiento y analisis de datos

Los datos fueron procesados con el paquete estadistico SPSS Vers. 23.0,
los andlisis de los resultados se realizaron con estadistica descriptiva
(Medias y Distribucion de Frecuencia) y los datos estan presentados en
tablas de frecuencias absolutas y relativas, debido a que la investigacién
busc6 y recogié informaciones en base a una situacion previamente
determinada de los objetivos y no presentandose ninguna administracion a

control de tratamiento Carrasco (2006).

Ambito de estudio

El &mbito de estudio para la recoleccion de muestras se realizd en las
comunidades campesinas de la provincia de Huancavelica y el estudio del
perfil de la susceptibilidad antibidtica de cepas de Mannheimia haemolytica
y Pasteurella multocida, asiladas de crias de alpacas con signos de
neumonia, se realiz6 en el Laboratorio de Salud Animal — Area de
Microbiologia de la Universidad Nacional de Huancavelica.
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CAPITULO IV
RESULTADOS

4.1. Presentacion de resultados

De un total de 95 muestras analizadas, se encontrd6 53% positivos a
Mannheimia haemolytica, 37% positivos a Pasteurella multocida y
asociados Mannheimia haemolytica - Pasteurella multocida 23% en las 4
comunidades campesinas estudiados, de ese total se encontraron 3
comunidades con mayor prevalencia de ambas bacterias y asociados, siendo
la comunidad de Alto Andino (71%, 71%, 43%), Pucapampa (81%, 31%,
31%), Pachaclla (71 %, 64%, 43%) como se muestraen latabla6y 7.
Tabla 6

Prevalencia de Mannheimia haemolytica y Pasteurella multocida en crias

de alpacas con signos de neumonia (n = 95).

Positivo Negativo
Bacterias Total A .- 0 0
F % 1C95% F % 1 1C95%
Mannheimia haemolytica 95 50 53% +10% 45  47% +10%
Pasteurella multocida 95 35 37% +10% 60 63% +10%
- -
Mannheimia haemolytica 95 29 230 + 8% 73 77% + 8%

Pasteurella multocida

Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 7
Prevalencia de Mannheimia haemolytica y Pasteurella multocida en crias de alpacas con signos de neumonia de acuerdo a la

procedencia (n = 95).

Mannheimia haemolytica

Pasteurella multocida

Mannheimia haemolytica*Pasteurella

multocida
Procedencias N Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo
F % + F % + F % + F % + F % + F % +
1C95% 1C95% 1C95% 1C95% 1C95% 1C95%

Tansiri 51 17 33% +13% 34 67% =+13% 11 22% +11% 40 78% +11% 5 10% 8.2% 46 90% 8.2%
Alto Andino 14 10 71% +24% 4 29% *24% 10 71% +24% 4 29% +24% 6 43% 259% 8 57% 25.9%
Pucapampa 16 13 81% +19% 3 19% *=19% 5 31% +£23% 11 69% =*23% 5 31% 227% 11 69% 22.7%
Pachaclla 14 10 71% +24% 4 29% +24% 9 64% +25% 5 36% +25% 6 43% 259% 8 57% 25.9%
Total 95 50 45 35 60 22 73

Fuente: Elaboracion propia.
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Los resultados muestran que de un total de 6 antibioticos evaluados: 4
antibidticos presentaron susceptibilidad antibidtica y 2 antibidticos resultan ser
resistentes para ambos microrganismos evaluados; asi mismo los antibioticos de
Estreptomicina, Levofloxacina, Ciprofloxacina y Amoxicillin-clavulanic acid
demostraron tendencias altas de susceptibilidad antibidtica (50 a 84% ; 50 a 81%)
y resistencia antibidtica la Penicilina y Tetraciclina (58 a 64% ; 58 a 69%) frente a

cepas de Mannheimia Haemolytica y Pasteurella Multocida (Tabla 8).
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Tabla 8

Susceptibilidad antibiotica de cepas de Mannheimia Haemolytica (n= 50) y Pasteurella Multocida (n= 36) provenientes de crias de

alpacas con casos de neumonias.

ANTIBIOTICOS N

Mannheimia haemolytica

Pasteurella multocida

S I R N S I R

F % %IC9% F %  %IC% F %  %IC95 F % %IC9 F %  %ICS F %  %IC95
TET 50 11 22% +11% 7 14% *10% 32 64% *13% 36 6 17% *12% 5 14% *11% 25 69% +15%
STP 50 25 50% *14% S5 10% 8% 20 40% +14% 36 18 50% *16% 1 3% 5% 17 47% *16%
LV 50 30 60% *14% 3 6% 7% 17 34% +13% 36 19 53% *16% 3 8% 9% 14 39% *16%
CIP 50 25 50% *14% 4 8% 8% 21 42% +14% 36 28 78% *14% 3 8% 9% 5 14% *11%
P 50 19 38% *13% 2 4% 5% 29 58% +14% 36 10 28% *15% 5 14% +11% 21 58% +16%
ACX 50 42 84% +10% 3 6% R0 B E0e +8% 36 29 81% +#13% 1 3% 5% 6 17% *12%

Leyenda: S = Sensible, I= Intermedio, R = Resistencia; CIP= Ciprofloxacina, P= Penicilina, TET=Tetraciclina, ACX= Amoxicillin-clavulanic acid, STP=

Estreptomicina, LV= Levofloxacina.
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4.2.

Discusion de resultados

a. Prevalencia de Mannheimia haemolytica y Pasteurella multocida.

Los resultados obtenidos en el presente estudio evidencia, predominancias
altas de 53% (50/95) Mannheimia haemolytica, 37% (35/95) Pasteurella
multocida y 23% (21/95) asociados Mannheimia haemolytica - Pasteurella
multocida, en las 4 comunidades campesinas estudiados, se encontraron
3 comunidades con mayor prevalencia de ambas bacterias y asociados,
siendo la comunidad de Alto Andino (71%, 71%, 43%), Pucapampa
(81%, 31%, 31%), Pachaclla (71 %, 64%, 43%) como se muestra en la
(tabla 6), donde estos agentes bacteriol6gicos neumoénicos reportados en el
estudio estarian muy relacionados a factores predisponentes como la edad y la
raza, factores intrinsecos, siendo generalmente muy susceptibles las crias de
alpacas y en algunos casos crias de la raza suri, que estas bacterias son muy
frecuentes en animales de edad temprana Ameghino & De Martini (1991);
Ramirez et al. (1998); Bustinza (2000).

Por otro lado, las predominancias de agentes bacterianos
neumonicos encontrados en el estudio estarian ligados y de mayor
preocupacion por los factores extrinsecos, asi como el estrés,
malnutricion de las madres, condiciones de los dormideros, suministro
de calostro, época del afio y condiciones medioambientales que resultan
ser como predisponentes causales determinantes para los cuadros
neumanicos y la activacion de las bacterias neumonicos originandose
con mayor frecuencia en animales menores de 4 meses nacidos como
se han encontrado en el estudio Ramirez et al. (1998); Pizarro (1999);
Ameghino & De Martini (1991), ademas estarian muy relacionados por
las malas préacticas de usos de farmacos veterinarios sin las garantias su
prescripcion causalmente originandose la resistencia antibidtica
Carhuapoma et al. (2021).
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Coincidiendo con la Investigacion realizado por Ledén (2012),
encontré bacterias de la familia Pasteurellaceae en 37% la Pasteurella
multocida y Mannheimia haemolytica en 17% en crias de alpaca a 3° y 4°
semana con casos de neumonia, Rimac (2016), reporto de 24 muestras
analizadas el 100% presencia de P. multocida de tipo capsular A, genotipo
LPS L6 (serovar 10, 11, 12 y/o 15), en alpacas con neumonia, por otra lado,
Cirilo et at., (2012), encontraron 16 muestras positivas a P. multociday 7 a
M. haemolytica de 22 muestras de neonatos de alpacas entre 5 a 59 dias de
edad, es similar a otros rumiantes en el desarrollo de neumonias agudas en
alpacas y Guzman et al. (2013), reportan Pasteurella multocida (n=15) y
Mannheimia haemolytica (n=10), de 27 muestras de alpacas recién
destetadas con neumonias agudas.

Un estudio muy reciente por Rocio et al. (2017), aislaron 24 cepas de
Pasteurella multocida con una diversidad genética de 46 crias de alpacas
con Signos de Neumonia y Juscamayta et al. (2017), orientado a un analisis
Genomico, donde identificaron 23 antigenos potencialmente inmuno
protectivos, conservados entre los serotipos virulentos de Mannheimia
haemolytica y aislados de serotipos de ovinos como candidatos vacunales
contra la neumonia en alpacas y Maximiliano (2017), identifico citoquinas
con perfil Thl como Th2 expresan un mayor nimero de veces respecto a
PBMC no expuestos a la proteina recombinante de Pasteurella multocida
aislada de casos de neumonias en alpacas; estos reportes resultan similares
a los resultados encontrados en el estudio, lo cual nos dan a entendedor
cuanta importancia es conocer la etiologia de estos microrganismos como
potenciales patdgenos en las alpacas para poder disefiar ciertos tratamientos

0 programas para minimizar su propagacion patogena.

83



b. Resistencia y susceptibilidad antibiética de Mannheimia

haemolytica y Pasteurella multocida.

Segun el resultado del estudio muestran presencia de tendencias
porcentuales altas de susceptibilidad antibidtica en 4 antibidticos
(Estreptomicina,  Levofloxacina, Ciprofloxacina y Amoxicillin-
clavulanic acid y 2 antibioticos de resistencia ( Penicilina vy
Tetraciclina) para ambos bacterias estudiadas (Mannheimia
Haemolytica y Pasteurella Multocida), estos reportes encontrados en el
estudio demuestran que posiblemente que los 4 antibi6ticos mostrados
la susceptibilidad antibi6tica serian muy usuales para los tratamientos
terapéuticos para casos de neumonias en las crias de alpacas de las 4
comunidades muestreadas, mientras que los dos antibidticos que
demostraron resistencia antibidtica resultarian inversamente a los
sostenido y afiadiéndose a ello como diciente diagndstico para el control
de infecciones, malas practicas de bioseguridad y deficiente
saneamiento de los dormideros que estarian practicando los productores
resultado como precursores para la resistencia antibidtica como suelen
ocurrir en otras bacterias de patologias infecciosas Carhuapoma et al.
(2020)

Hossein et al. (2014), reportaron resistencia antibiotica de
penicilina G (30.5%) y estreptomicina (22%) frentes a cepas de
Pasteurella multocida aislada de infeccion respiratoria bovina,
Petrocchi et al. (2019), Encontraron frecuencias de susceptibilidad
inferiores al 60% en Enrofloxacina, el Cloranfenicol, Tetraciclina,
Cefotaxima y resistentes por encima de 84.4% y 46.9% resistencias a
méas de dos compuestos y a combinacion de tres drogas frente P.

multocida aislados de porcinos con neumonia.

Estudio realizado en Espafia por Gutiérrez & Rodriguez (1993),

encontraron en cepas de Pasteurella multocida aisladas de cerdos
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resistencia variable entre 0 y 6,8% a tetraciclinas, Eritromicina,
Josamicina, Tianfenicol, Colistina, Rifampicina, Mupirocina y altas
tasas de resistencia la Aespiramicina, Fosfomicina, Tilosina,
Vancomicina, Metronidazol, la Dapsona y Tiamulina, asi mismo en
Argentina Leotta et al. (2006), reportan resistentes la Pasteurella
multocida a Tiamulina, Streptomicina y Tetraciclina que fueron
aisladas de origen de porcino, Moredo et al. (2008), encontraron
sensibles a Ampicilina y Fluorfenicol, mientras el Enrofloxacina,
Fosfomicina, Tetraciclina, Estreptomicina, resultaron ser resistentes a

Pasteurella multocida provenientes de pulmones de cerdos

Samaniego et al. (2012), hallaron frecuencias altas de resistencia
antibiética de Estreptomicina (81,6%), Gentamicina (24,4%) y
susceptibles la ampicilina y penicilina en cepas de Mannheimia
haemolytica aisladas de exudado nasal de bovinos, en Japon, Esaki et
al. (2005), reportaron tasa de resistencia a Dihidroestreptomicina
(18,5%), Oxitetraciclina (11,1%) y Doxiciclina (11,1%) frente a
Mannheimia haemolytica de ganado bovino y Viana et al. (2007),
apreciaron comportamiento de sensibilidad de Enrofloxacina (100%) y
Florfenicol (100%) y resistencia a Tetraciclina (15,64% y 17,65%) y
Penicilina (1,82% y 4,2%) frente a M. haemolytica y P. multocida
aislados de ovinos con y sin enfermedad respiratorio ; los estudios
antecesores muestran tendencias altas de resistencia antibidtica y baja
susceptibilidad antibidtica frentes a cepas M. haemolytica y P.
multocida provenientes de ovino, porcino, vacuno y resultando los
resultados encontrados similar comportamiento frente a las bacterias
de M. haemolytica y P. multocida provenientes de crias de alpacas con
casos neumonicos resultado ser investigacion pionero debido a que no
existen estudios en este especie con referencia al tema que se investigo,
donde el estudio nos muestran que en este especie animal ya se estaria
masificando la resistencia antibidtica en este tipo de bacterias

neumonicos.
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CONCLUSIONES

» EIl estudio demostré altas tendencias de prevalencia de Mannheimia
haemolytica, Pasteurella multocida y asociados Mannheimia haemolytica -
Pasteurella multocida en crias de alpacas con cuadros de neumonias en 4
comunidades campesinas estudiados, siendo las comunidades de Alto
Andino, Pucapampa y Santa Rosa de Pachacclla con tendencias que superan
por encima del 56.2% de presencia de estas bacterias neumonicas.

» En cuanto a la susceptibilidad antibidtica los antibiéticos: Estreptomicina,
Levofloxacina, Ciprofloxacina y Amoxicillin-clavulanic acid demostraron
sensibilidad antibiotica, frente a cepas de Mannheimia haemolytica y

Pasteurella multocida.

» Por otro lado, los antibidticos: Penicilina y Tetraciclina demostraron
resistencia antibidtica frente a cepas de Mannheimia haemolytica y

Pasteurella multocida.
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RECOMENDACIONES

» Los productores alpaqueros deben realizar un manejo adecuado en sus
unidades productivas e incorporar un adecuado control sanitario con el fin
de minimizar la prevalencia de los agentes patdgenos como: Mannheimia
haemolytica y Pasteurella multocida.

» Masificar estudios en el tema con el fin de disefiar los patrones de
susceptibilidad a antibi6ticos para contrarrestar la aparicion de nuevas
variantes, que resultarian ser altamente resistentes en la salud publica y en
ciertos animales domesticos.

> De acuerdo al estudio realizado, recomendar a los productores alpaqueros,
utilizar los antibioticos: Estreptomicina, Levofloxacina, Ciprofloxacina y
Amoxicillin-clavulanic acid, para el tratamiento de casos de neumonia,
mientras que los antibidticos: Penicilina y Tetraciclina, no es recomendable
por que muestran tendencias altas de resistencia antibiotica frente a casos
neumaonicos en crias de alpacas.

» La Direccion Regional de Camélidos Sudamericanos (DIRCAMS) del
Gobierno regional de Huancavelica que no deben promover el uso de los
farmacos veterinarios sin los resultados de laboratorio asi mismo a las
agroveterinarias, por otro lado, ambas instancias deben promover talleres de

sensibilizacion a los productores sobre el uso apropiado de los antibidticos.
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APENDICE 1
“SUSCEPTIBILIDAD ANTIBIOTICA de Mannheimia haemolytica y Pasteurella multocida ASILADAS DE
CRIAS DE ALPACAS CON SIGNOS DE NEUMONIA”

Matriz de Consistencia

PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS DE VARIABLE INDICADORES METODOLOGIA
INVESTIGACION
TIPO DE INVESTIGACION:
OBJETIVO GENERAL. Antibicticos que presenten halos de | Basico.
Evaluar la susceptibilidad antibiética de — inhibicion y los puntos de cor_te.§e.g(1n NIVEL DE INVESTIGACION:
I . Susceptibilidad la tabla de estandares de antibioticos o
Mannheimia haemolytica y Pasteurella antibistica frente | por el CLSI  (2019)  seran Descriptivo
muItoqda aislados de crias de alpacas _ | denominados: sensibles ©S) POBLACION:
con signos de neumonfa de las | Existen lapresencia | a agentes | |hiarmedio (1) y resistentes (R) frente | 60 muestras nasales de crias de alpacas
comunidades de Huancavelica. de susceptibilidad bacterianos a las cepas de Mannheimia | MUESTRA:
OBJETIVOS ESPECIFICOS. antibiética frente a . haemolytica como se detalla a | tipo no probabilistico considerando un minimo de 60 muestras positivas a
¢Cuélesla Evaluar la incidencia de cepas de | lascepasde ECHEIE03 continuacion: Mannheimia haemolytica y Pasteurella multocida
sux_gp_tibilidad Mannheimia haemolytica y Pasteurella | Mannheimia | ) METODO DE INVESTIGACION: método cientifico
agtﬁ:’;r;eifﬁge multocida d(,a crias de alpacas con signos | haemolyticay E?;;%%’;ﬁ;tz 88222277”};22266 DISENO ESTADISTICO:
haemolytica y de neumonla de las comunidades de Pasteurella_ Penicilina: S> 17; R<16 I
Pasteurella Huancavelica. multocida aisladas Tetraciclina: S> 24; R<23
multocida asiladas | Determinar la resistencia antibidtica de | de crias de alpacas Amoxicillin-clavulanic acid: S> 15;
de crias de Mannheimia haemolytica y Pasteurella | con signos de R<14 TECNICAS E INTRUMENTOS
alpacas con multocida aisladas de crias de alpacas | neumonia. Estreptomicina: S>22; R<21 TECNICA: Téchica de observacion
signos de con signos de neumonia de las INSTRUMENTO: Pruebas bioquimicas y prueba de Kirby Bauer

neumonia de las
comunidades de
Huancavelica?

comunidades de Huancavelica.
Determinar la sensibilidad antibiética de
Mannheimia haemolytica y Pasteurella
multocida aisladas de crias de alpacas
con signos de neumonia de las
comunidades de Huancavelica.
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APENDICE 2

Instrumentos

Instrumento N° 01 “fichas de evaluacién aislamiento e identificacion de bacterias

Instrumento N° 02
“Fichas de Caracterizacion macroscopica y microscopica de bacterias”
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Instrumento N° 03
“Fichas de evaluacion de pruebas bioquimicas”

Instrumento N° 04
“Fichas de evaluacion de Sensibilidad antibiotica”
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APENDICE 3

Base de datos de frecuencia de bacterias

PROCEDENCIA N?t?EDs'T[:aE\ conp | EOAD (DIAS) RAZA COLOR
TANSIRI E10 3 35 1 1
TANSIRI E15 2 30 1 1
TANSIRI E19 2 20 i 1
TANSIRI E25 2 30 il 1
TANSIRI E28 3 35 1 1
TANSIRI E29 2 30 1 1
TANSIRI M3 4 50 1 1
TANSIRI M6 4 60 1 1
TANSIRI M9 3 40 1 1
TANSIRI M10 3 35 i 1
TANSIRI M11 3 45 1 1
TANSIRI M17 3 40 1y 1

ALTO ANDINO c1 2 30 1 1
ALTO ANDINO c3 2 20 1 1
ALTO ANDINO c4 2 18 1 1
ALTO ANDINO c7 3 40 1 1
ALTO ANDINO 8 1 15 1 1
ALTO ANDINO c9 2 18 1 1
ALTO ANDINO c10 2 25 2 2
ALTO ANDINO c11 3 32 Th 2
ALTO ANDINO c12 2 30 1 1
ALTO ANDINO c13 2 24 1 2
ALTO ANDINO c15 3 35 ) 1

PUCAPAMPA H5 1 7 1 1

PUCAPAMPA H6 2 21 1 1

PUCAPAMPA H7 2 30 1 1

PUCAPAMPA H10 1 8 1 1

PACHACCLLA P1 2 30 1 1

PACHACCLLA P2 2 30 2 1

PACHACCLLA P3 3 45 1 1

PACHACCLLA P6 2 28 2 1

PACHACCLLA P7 4 90 1 1

PACHACCLLA P8 2 30 1 1

PACHACCLLA P12 2 30 1 1

PACHACCLLA P13 1 5 2 1

PACHACCLLA P14 2 28 2 1
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- C(C))”DDIISI PRESENGC CgléT. MANNAHE|M| DASTEUREL
o | pacient | MADPE | MUESTR | HAEMOLYTI | CARGA LA CARGA
= DIARREA | " - BATERIA | MULTUCID | BATERIA
NA x10*5 A NA x10%5

2 1 1 5 ML 1 1936 1 2550
1 2 2 5 ML g 1 2139
1 2 1 5 ML 1 2565 1 2472
2 2 2 5 ML 2 1 322
1 2 1 5 ML 2 1 342
2 2 1 5 ML 2 1 684
1 1 § 5 ML 2 1 102
2 2 2 5 ML 2 1 182
1 2 2 5 ML 2 1 4n
2 2 1 5 ML 1 1232 1 942
2 2 2 5 ML 1 1848 2

2 1 i 5 ML ¥ 1148 1 626
1 2 2 5 ML 2 1 560
2 2 2 5 ML 1 546 1 342
1 2 2 5 ML 1 342 1 462
2 2 2 5 ML 2 T 314
1 2 1 5 ML 2 1 460
2 2 2 5 ML 2 i 512
2 2 2 5 ML i 384 1 312
2 2 i 5 ML 1 468 1 382
1 2 2 5 ML it 340 1 412
2 2 2 5 ML 1 344 1 482
1 2 2 5 ML il 305 1 512
1 2 2 5 ML 1 286 1 242
2 2 % 5 ML ik 448 1 182
2 2 2 5 ML 1} 216 i 180
2 2 2 5 ML 1 246 1 220
2 2 1 5 ML 1 339 1 292
2 2 1 5 ML 1 260 1 416
1 2 1 5 ML 2 1 552
1 2 1 5 ML 1 330 1 780
1 1 1 5 ML 2 1 656
2 1 1 5 ML 1 244 1 236
1 2 1 5 ML 2 1 512
1 1 1 5 ML 1 573 1 300
2 2 1 5 ML 1 477 1 740
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RESISTENCIA BACTERIANA DE MANNHEIMIA HAEMOLITICA

P

TET225 | SR | STP222 | SR | Lv227 | SIR | CIP227 | SR | ., | SR | ACX215 | SR
26 1 16 3 12 3 29 1 22 1 20 1
10 3 16 3 30 1 29 1 14 2 18 1
18 3 24 1 9 3 30 1 18 1 28 1
10 3 23 1 28 1 29 1 14 2 18 1
27 1 25 1 11 3 24 2 10 3 10 3
15 3 23 1 10 3 30 1 10 3 16 1
17 3 23 1 26 2 14 3 21 1 19 1
19 3 11 3 27 1 9 3 20 1 21 1
21 2 10 3 27 1 11 3 22 1 25 1
27 1 23 1 12 3 26 2 10 3 19 1
30 1 26 1 10 3 10 3 10 3 26 1
17 3 23 1 29 1 30 1 10 3 18 1
12 3 10 3 28 1 10 3 10 3 21 1
26 1 23 1 12 3 32 1 11 3 17 1
27 1 25 1 26 2 14 3 9 3 20 1
10 3 11 3 11 3 28 1 11 3 25 1
12 3 24 1 13 3 30 1 10 3 14 2
27 1 20 2 31 1 30 1 19 1 12 2
12 3 12 3 28 1 12 3 22 1 17 1
16 3 10 3 31 1 30 1 10 3 17 1
16 3 16 3 16 28 10 18
18 3 20 2 28 12 10 20

RESISTENCIA BACTERIANA PASTEURELLA MULTUCIDA

TET=225 | SIR | STP222 | SIR | LV227 | SR g‘; SIR 2:’7 SIR | ACX215 | SIR
10 3 12 3 30 1 30 1 12 3 18 1
22 2 10 3 0 1 29 1 10 3 19 1
12 3 26 1 30 1 28 1 19 1 16 1
10 3 12 3 29 1 28 1 11 3 20 1
10 3 24 1 22 3 29 1 10 3 14 2
11 3 24 1 27 1 18 3 30 1 19 1
12 3 12 3 27 1 20 3 11 3 21 1
11 3 25 1 12 3 14 3 10 3 15 1
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—AlHA | A A | A A A A A | AN | A A N | A A| A A| A A | A HA| A AN NI NN
DA N[O | D[ H| O NN DO H[O| (TN NHI N O NN N|N| N
AN N[ | A N| AN A A | A A | A A N|N|N| A N| A | A N A | |
Nnlnionfonioniononfonon Nfd N N| Al A| N NN N| | | | A N| N[ | N| N
0100090223900092002910120122
A | | Al | A | A | A N | —A| A | A N| A N| A | N[ | A
Al | A A | A A A A A A A A A A A A A A H D A A AN A D NN
DOV || AN N| A DO NH| DO N|O| N NOIO| NV O I <
NN NN NN ANOO N N[O NONO| N OO NN N[A O N N[N O | N N
A N NI NI N[O OO N N A | A N[ A N A A | A | A A | A A N[N | A N[N | N
N[O NFT I N0 O N OO A DN OO0 O|IT|H| OO O
N NN N N[ A A A A N|N| A N[ A N N[O N N[N OO N[ AN N A
NN |HA|dA| Al A A N[ A AN N[N | A AN N N| A N| A A A N[N A N N
0044465266220304208044569622
A N[N N[ NN A N N[ A A A N[O A A A N[N N[N N AN |
N o oo onionion onfon onfon N A A N[N AN[A N Al A O[N] A N N
0200772010825066220780809733
Nl | A A | A A A A A A A A A A N[N N[N N[N AN N AN |
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Apeéndice 4
Procesamiento de base de datos

Tabla cruzada PROCEDENCIA *MANNHEMIA HAEMOLYLITICA
MAMMHEMIA HAEMOLYLITICA

POSITIVO MEGATIVD Total
PROCEDEMNCIA  TANSIRI Recuento 17 34 5
% dentro de 333% 66, 7% 100,0%
PROCEDENCIA
ALTOANDIMO  Recuento 10 4 14
% dentro de 4% 28,6% 100,0%
PROCEDENCIA
PUKAPAMPA  Recuento 13 3 16
% dentro de 81.3% 18,8% 100,0%
PROCEDENCIA
PACHCCLLA  Recuento 10 4 14
% dentro de 71.4% 28,6% 100,0%
PROCEDENCIA
Total Recuento 50 45 95
% dentro de £26% 47 4% 100,0%
PROCEDENCIA
Tabla de frecuencia
MANMNHEMIA HAEMOLYLITICA
Forcentaje Forcentaje
Frecuencia FPorcentaje valido acumulado
Walido POSITIVOD 50 52,6 52,6 526
MEGATIVG 45 47,4 47 .4 100,0
Total 95 100,0 100,0
PASTEURELLA MULTUCIDA
Porcentaje Farcentaje
Frecuencia FPorcentaje valido acumulado
Walido FOSITIVO 36 37,8 37,8 37,48
MEGATIVG 549 62,1 62,1 100,0
Total a5 100,0 100,0

MANMMNHEMIA HEAMOLYTICA_PASTEURELLA MULTUCIDA

Parcentaje FPorcentaje
Frecuencia Porcentaje valido acumulado
Walido Sl 22 23,2 23,2 23,2
(R [e] 73 76,8 76,8 100,0
Total a5 100,0 100,0
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Tabla cruzada PROCEDENCIA *MANNHEMIA HEAMOLYTICA_PASTEURELLA

MULTOCIDA
MARKNHEMIA
HEAMOLYTICA_PASTEURELL
AMULTOCIDA
] MO Total
PROCEDENCIA  TAMSIRI Recuento ] 46 51
% dentro de 9.8% 802%  100,0%
PROCEDENCIA
ALTOANDING  Recuento f g 14
% dentro de 428% 7%  100,0%
PROCEDENCIA
PUKAFAMPA  Recuento ) " 16
% dentro de 3,3% 688%  100,0%
PROCEDENCIA
PACHCCLLA  Recuento B 8 14
% dentro de 42 8% 71%  100,0%
PROCEDENCIA
Total Recuento 22 73 a5
% dentro de 232% TEE%  100,0%
PROCEDENCIA
Tabla de frecuencia
TET

Forcentaje

Forcentaje

Frecuencia Forcentaje valido acumulado
Walido SEMSIBLE 11 22,0 22,0 22,0
INTERMEDID T 14,0 14,0 36,0
RESISTEMNTE 32 64,0 64.0 100,0
Total a0 100,0 100,0
STP
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia Porcentaje valido acumulado
walido SEMSIBLE 25 50,0 50,0 50,0
INTERMEDIO 5 10,0 10,0 60,0
RESISTEMNTE 20 40,0 40,0 100,0
Total 50 100,0 100,0
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia Porcentaje valido acumulado
Walido SEMSIBLE 30 60,0 60,0 60,0
INTERMEDIO 3 5.0 5,0 66,0
RESISTEMNTE 17 34,0 34,0 100,0
Total a0 100,0 100,0
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cCIP

Forcentaje

Forcentaje

Frecuencia Forcentaje wvalico acumulado
walido SEMSIBLE 25 50,0 50,0 50,0
INTERMEDIO 4 2,0 2,0 58,0
RESISTENTE 21 42,0 42,0 100,0
Total 50 100,0 100,0
P
Forcentaje Forcentaje
Frecuencia Forcentaje wvalicdo acumulado
walido SEMSIBLE 19 38,0 38,0 38,0
INTERMEDIO 2 4.0 4.0 42,0
RESISTENTE 249 58,0 55,0 100,0
Total 50 100,0 100,0
ACK
Porcentaje FPorcentaje
Frecuencia Forcentaje wvalicdo acumulado
walido SEMSIBLE 42 24,0 24,0 24,0
INTERMEDIO 3 6,0 6,0 90,0
RESISTENTE 5 10,0 10,0 100,0
Total 50 100,0 100,0
Tabla de frecuencia
TET
Forcentaje Forcentaje
Frecuencia Forcentaje valido acumulado
Waliclo SEMSIELE G 16,7 16,7 16,7
INTERMEDIO L] 13,9 13,9 30,6
RESISTEMTE 25 69,4 6594 100,0
Total 36 100,0 100,0
STP
Forcentaje Forcentaje
Frecuencia Forcentaje valido acumulado
Waliclo SEMSIELE 18 50,0 50,0 50,0
INTERMEDID 1 28 2.8 52,8
RESISTERNTE 17 47 .2 47 2 100,0
Total 36 100,0 100,0
LV
Forcentaje Forcentaje
Frecuencia Forcentaje valido acumulado
Waliclo SEMSIBELE 19 528 528 528
INTERMEDIO 3 83 8.3 61,1
RESISTEMNTE 14 38,49 3849 100,0
Total 36 100,0 100,0




CIP

Forcentaje

Forcentaje

Frecuencia Forcentaje valido acumulado
Valido SEMSIELE 28 ¥7.8 ¥7.8 ¥7.8
INTERMEDIO 3 8,3 8,3 86,1
RESISTEMTE 5 13,9 13,9 100,0
Total 36 100,0 100,0
P
Forcentaje Forcentaje
Frecuencia Forcentaje validao acumulado
walicdo SEMSIELE 10 27.8 27.8 27.8
INTERMEDIO 5 13,9 13,9 41,7
RESISTENTE 21 58,3 58,3 100,0
Total 36 100,0 100,0
ACK
F'Drc}entaje Porcentaje
Frecuencia Forcentaje valido acumulado
walido SEMESIELE 29 20,6 20,6 20,6
INTERMEDIO 1 2,8 2.8 83,3
RESISTEMNTE (5] 16,7 16,7 100,0
Total 36 100,0 100,0
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Panel de imagenes

Cultivos de Mannheimia haemolytica y Pasteurella multocida
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Pruebas bioquimicas de Mannheimia haemolytica y Pasteurella multocida
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Coloracion Gram Mannheimia haemolytica y Pasteurella multocida
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Cepas puras de Mannheimia haemolytica y Pasteurella multocida
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