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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo principal caracterizar molecularmente los
agentes bacterianos responsables de la mastitis subclinica en cinco explotaciones
ganaderas de la provincia de Cajamarca, asi como determinar su perfil de resistencia a
siete antibidticos. Para ello, se empleé la prueba de California Mastitis Test (CMT)
para identificar las vacas afectadas en cada predio ganadero. Una vez detectados los
casos positivos, se recolectaron muestras de leche de 20 vacas por predio,
seleccionadas con base en los resultados de la prueba preliminar. Posteriormente, se
realizd un cultivo bacteriologico en diversos medios de cultivo, a partir del cual se
aislaron 150 colonias bacterianas, las cuales fueron sometidas a un antibiograma
mediante el método de difusion en disco de Kirby-Bauer. La identificacion molecular
de los aislados se llevé a cabo mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y
secuenciamiento genético. Se identificaron seis especies bacterianas: Staphylococcus
aureus (59,33%), Streptococcus agalactiae (16%), Escherichia coli (9,33%),
Staphylococcus epidermidis (7,33%), Enterobacter cloacae (5,33%) y Klebsiella
oxytoca (2,67%). El analisis del perfil de resistencia antimicrobiana evidencio una
mayor resistencia a la penicilina (59,33%), seguida de la lincomicina (18%) vy la
tetraciclina (15,33%). En menor proporcion, se observo resistencia a la sulfa (8%),
estreptomicina (7,33%), enrofloxacina (4%) y neomicina (1,33%). Los hallazgos de
esta investigacion resaltan la importancia de implementar estrategias de manejo
racional de los antibidticos en la produccion lechera con el fin de evitar el desarrollo

de resistencia bacteriana y mejorar la salud de los bovinos en la regién.

Palabras clave: Mastitis, antibiograma, PCR, ganaderia, resistencia antimicrobiana.
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ABSTRACT

The main objective of this study was to molecularly characterize the bacterial agents
responsible for subclinical mastitis in five dairy farms in the province of Cajamarca,
Peru, and to determine their resistance profiles to seven antibiotics. The California
Mastitis Test (CMT) was used to identify affected cows on each farm. From the
positive cases, milk samples were collected from 20 cows per farm, selected based on
the preliminary test results. Bacteriological culture was then performed using various
culture media, from which 150 bacterial colonies were isolated. These isolates were
subjected to antimicrobial susceptibility testing using the Kirby-Bauer disk diffusion
method. Molecular identification of the isolates was carried out through polymerase
chain reaction (PCR) and genetic sequencing. A total of six bacterial species were
identified: Staphylococcus aureus (59.33%), Streptococcus agalactiae (16%),
Escherichia coli (9.33%), Staphylococcus epidermidis (7.33%), Enterobacter cloacae
(5.33%), and Klebsiella oxytoca (2.67%). The antimicrobial resistance analysis
revealed the highest resistance to penicillin (59.33%), followed by lincomycin (18%)
and tetracycline (15.33%). Lower resistance rates were observed for sulfonamides
(8%), streptomycin (7.33%), enrofloxacin (4%), and neomycin (1.33%). These
findings highlight the importance of implementing rational antibiotic management
strategies in dairy production to mitigate bacterial resistance development and improve
herd health.

Keywords: Mastitis, antibiogram, PCR, livestock, antimicrobial resistance.



INTRODUCCION

La mastitis es una de las patologias mas comunes y graves dentro de los hatos lecheros
a nivel mundial (1). Esto se debe a su gran impacto econémico, llegando a ocasionar
enormes pérdidas, debido a la disminucion de la calidad y cantidad de leche o el
descarte de la misma, el sacrificio prematuro, los costos de tratamiento y los costos
laborales adicionales (2 - 4). En Estados Unidos, las pérdidas anuales estimadas por
vaca se aproximan a los $ 200 (5), mientras que, las pérdidas totales en 2009 fueron
de $ 2 mil millones (6). Por otro lado, en la India las pérdidas anuales se calcularon

cerca de los 100 millones de dolares estadounidenses (7).

En Perq, la produccion lechera constituye una actividad econémica importante, con
una tasa de crecimiento anual de 2,4%. El pais importa aproximadamente el 25% de
la leche que consume e invierte 200 millones de doélares al afio en productos lacteos

destinados a programas de asistencia alimentaria (8).

En este contexto, la region de Cajamarca desempefia un papel importante como una de
las principales productoras de leche. La economia local depende en gran medida de la
ganaderia, y la produccion de leche es una actividad clave de los sistemas agricolas de
laregion, en donde el ingreso monetario agricola representa desde el 55% hasta el 95%
de los ingresos en grandes y pequefias granjas, respectivamente (9). Sin embargo, la
mastitis sigue siendo una barrera significativa para el desarrollo sostenible de esta
actividad. A nivel nacional, son varios los estudios que han reportado tasas elevadas
de mastitis clinica y subclinica (10-13), mientras que, en Cajamarca, un estudio
reciente determino una prevalencia de 43% de mastitis subclinica en hatos lecheros de
una provincia de la region (14). Estos datos reflejan la magnitud que puede alcanzar la

mastitis, asi como la necesidad de desarrollar estrategias para su control.



Aunque a nivel global existen numerosas investigaciones sobre mastitis, en la
provincia de Cajamarca es escasa la informacion detallada acerca de la etiologia
bacteriana responsable de esta enfermedad y su perfil de resistencia a antibioticos, lo
que representa un limitante en la toma de decisiones respecto al manejo y tratamiento
de la mastitis, dejando a los productores en desventaja frente a un problema que
compromete tanto la sostenibilidad econdémica como la salud animal. Ante esta
problematica, el presente estudio busca llenar esta brecha de conocimiento mediante
laidentificacion de los agentes bacterianos causantes de la mastitis clinica y subclinica,
ademas de su perfil de resistencia a antibioticos. Los resultados obtenidos contribuiran
al entendimiento de la epidemiologia de la mastitis en la localidad, con el fin de que
se puedan elaborar herramientas para el disefio de estrategias de manejo y control

especificas en los predios ganaderos locales.

El objetivo principal de esta investigacion fue caracterizar molecularmente los agentes
bacterianos causantes de mastitis y determinar su resistencia a antibiéticos en predios
ganaderos de la provincia de Cajamarca. Para ello se realizaron pruebas de diagnostico
en muestras de leche, seguidas de analisis microbiolégicos y moleculares para
identificar a los agentes bacterianos y evaluar su resistencia a antibiéticos. En los
siguientes capitulos, se presentan los resultados obtenidos, los cuales se discuten en
funcion de la literatura cientifica disponible y se presentan conclusiones que aporten

en mitigar el impacto de la mastitis en los sistemas de produccién lechera de la region.



CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes de la investigacion

1.1.1. Internacionales

Un estudio realizado en Colombia en 2007, tuvo como objetivo identificar los
principales agentes bacterianos responsables de la mastitis clinica y subclinica,
asi como evaluar el estado de resistencia a los antibidticos. Para ello, se
evaluaron 541 vacas en produccion, distribuidas en 25 fincas del municipio de
Duitama, Boyaca. Se encontr6 que las bacterias Gram positivas son la principal
causa de mastitis en la zona, siendo Staphylococcus aureus el agente causal mas
frecuente tanto en mastitis clinica como subclinica, con porcentajes de 32 % y
42 %, respectivamente, seguido de otras especies de Staphylococcus. Con menor
frecuencia, Streptococcus sp. fue el agente causal en ambos tipos de mastitis. En
cuanto al estado de resistencia, se observo que los agentes Gram positivos

mostraron sensibilidad a la oxacilina, tetraciclina y estreptomicina (15).

Otro estudio realizado en Colombia en 2015, tuvo como objetivo identificar los
principales agentes bacterianos causantes de mastitis bovina y sus patrones de
sensibilidad a antibidticos en el departamento de Boyaca. Para ello, se
procesaron 214 muestras de vacas con algun grado de mastitis bovina. Los
patrones de sensibilidad a antibioticos se determinaron mediante la técnica de
Kirby-Bauer. En este estudio, se aislaron e identificaron varios agentes
etiologicos causantes de mastitis bovina de origen contagioso, ambiental y
oportunista, asi como algunos agentes infrecuentes (como Bacillus spp. y

Lactobacillus spp.). Los aislamientos mostraron una alta sensibilidad a



antibidticos, principalmente a los betalactamicos. Se encontré una prevalencia
del 31 % (n=214) de bacterias causantes de mastitis contagiosa, siendo
Staphylococcus aureus el agente etiolégico mas importante, con un 26 % de

prevalencia (16).

En 2018 se realizd una investigacion en México, que tuvo como objetivo
principal identificar a los agentes bacterianos causantes de mastitis bovina en
siete establos de la Peninsula de Baja California. Se tomaron 316 muestras de
leche, pertenecientes a 186 vacas en produccion que a la prueba de California
tuvieron reaccion positiva. Se obtuvieron 182 aislados bacterianos de 163
cuartos pertenecientes a 106 vacas y se identificaron por PCR y secuenciacion,
dando un total de 20 especies diferentes, siendo los agentes causales mas
frecuentes: Staphylococcus aureus (58,8%), Streptococcus agalactiae (13,2%),
Staphylococcus chromogenes (8,8%), Escherichia coli (0,2%) y Streptococcus
uberis (2,2%). El 6,13 % (10/163) de los cuartos con aislamiento presentaron
infeccion mixta, siendo la combinacién mas frecuente Staphylococcus aureus
con Streptococcus agalactiae (30%). Estos resultados indican una alta
frecuencia de microorganismos causantes de mastitis bovina, algunos de los

cuales son de importancia para la salud publica (17).

En 2022 se llevo a cabo un estudio en la India, con el objetivo de aislar y
caracterizar genotipicamente las bacterias causantes de mastitis en vacas,
ademas de evaluar la presencia de genes relacionados con la produccion de
toxinas. Con esta finalidad, se recogieron un total de 300 muestras de leche de
vacas lecheras con mastitis, independientemente del parto y etapa de lactancia,

235 (78,33%) muestras hubo crecimiento bacteriano y en el examen cultural se



obtuvo un total de 1,100 aislamientos bacterianos. Se descubrié que
Staphylococcus aureus era el principal agente etiolégico implicado en la
mastitis, seguido de Escherichia coli. En la caracterizacion molecular, se
encontraron diversos genes toxicos como nuc, seb, hla, stx1, stx 2, hly y Sagl.
Se concluyd que la leche afectada por mastitis no es apta para el consumo

humano (18).

Un estudio realizado en Ecuador en 2024, tuvo como objetivo determinar
molecularmente los agentes bacterianos causantes de mastitis en vacas. Para ello,
se colectaron un total de 24 muestras positivas para mastitis mediante la prueba
de CMT. Se utilizaron pruebas bioquimicas como tincion de Gram, catalasa,
coagulasa y agar manitol sal. También se emplearon primers especificos
(RNA16S), para la identificacion molecular de 9 agentes etioldgicos
responsables de la enfermedad en las unidades productivas. Los
microorganismos encontrados fueron: Staphylococcus pasteuri, Staphylococcus
warneri, Staphylococcus sp., Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus saprophyticus, Sphingomonas sp., Streptococcus
dysgalactiae, Streptococcus uberis, la mayoria presentes en mastitis clinica. Para
detectar genes de resistencia, se utilizaron primers especificos, de los cuales 7
muestras presentaron el gen de resistencia a blaTEM (B-lactamicos) y 6 muestras
presentaron el gen de resistencia a tetA (tetraciclinas). Se identifico
multirresistencia en las especies: Staphylococcus pasteuri, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus uberis y Sphingomonas sp.

(19).



1.1.2. Nacionales

Mulato (2018) mencion6 que en Huancavelica - Per(, se recolectaron 16
muestras de vacas en produccién mediante la prueba CMT. Las muestras se
sembraron en agar sangre, agar manitol y agar MacConkey. Se realizaron
pruebas bioquimicas en agar hierro-triple azucar (TSI), agar lisina-hierro (LIA),
citrato de Simmons y formacion de indol. La susceptibilidad antimicrobiana se
determind mediante el método de Kirby-Bauer, utilizando discos de
enrofloxacina, tetraciclina, gentamicina, penicilina y amoxicilina. Se encontr6
que el 44 % de las muestras analizadas dieron positivo a mastitis, de las cuales
el 6 % correspondi6 a mastitis clinica y el 38% a mastitis subclinica. La bacteria
Staphylococcus aureus fue la principal causante de mastitis, mientras que en
menor grado se encontraron presentes Staphylococcus sp., Escherichia coli y
Streptococcus sp. La sensibilidad de Staphylococcus aureus frente a los
antibidticos mostré que el 83% fue sensible a enrofloxacina, el 67% a
gentamicina y el 92% a amoxicilina. Ademas, se encontraron cepas resistentes

en un 83 % a tetraciclina y en un 75 % a penicilina (20).

Miranda et al. (2022), mencionaron que en Lima- Perq, se evaluaron 586 vacas
Holstein, de las cuales se colectaron muestras positivas al CMT y se procedio al
cultivo bacteriol6gico en agar sangre y agar MacConkey. Se evalug la resistencia
microbiana a ocho antibidticos utilizando la prueba de Kirby-Bauer. Se encontro
que el 43,7% (256/586) de las vacas presentaron mastitis subclinica, y el 12,4%
(291/2344) de los cuartos mamarios estuvieron afectados. Las bacterias mas
frecuentes fueron Klebsiella oxytoca (20,2%), Enterobacter cloacae (12,1%) y

Streptococcus agalactiae (9,1%). Se observo resistencia a antibioticos en



1.2.

Klebsiella oxytoca frente a penicilina, cefalotina, amikacina, estreptomicina,
tetraciclina, gentamicina, cefalexina y enrofloxacina, con resistencias entre el
62,9% vy el 91,9%. Las cepas de Enterobacter cloacae presentaron un 100 % de
resistencia a la penicilina, y resistencias para cefalotina, amikacina,
estreptomicina, tetraciclina, gentamicina, cefalexina y enrofloxacina, entre el
86,5% vy el 97,3%. En los aislados de Streptococcus agalactiae, la resistencia
observada a penicilina, cefalotina, estreptomicina, tetraciclina, gentamicina,
cefalexina y enrofloxacina estuvo entre el 10,7% y el 82,1%. Para la amikacina,

la sensibilidad fue del 100% (10).

Bases Tedricas

1.2.1. Mastitis
La mastitis es una inflamacion del tejido mamario y una de las patologias
mas reconocidas y graves en los hatos lecheros a nivel mundial. Esto se
debe a su gran impacto econémico, que ocasiona enormes pérdidas, no
solo reflejadas en la disminucion de la produccion, sino también en las
tasas de descarte (2, 3). Afecta la produccién de leche y provoca cambios
patoldgicos como hinchazon, dolor, edema, inflamacion y fibrosis de la
ubre (21).
El orificio del pezdn estd formado por un esfinter de musculo liso, cuya
funcion es mantener cerrado el canal del pezdn y evitar que fluya la leche.
Ademas, esta funcion previene la invasion de patogenos en el canal. La
queratina presente en el pezon es fundamental, ya que forma un tapén
que acta como barrera protectora contra la entrada de bacterias. La
queratina es producida por el revestimiento del pezon y se regenera tanto

después del ordefio como durante el periodo seco, reforzando el canal del



pezdn y haciéndolo maés resistente y flexible. Las lesiones fisicas en el
pezdn lo hacen mas vulnerable a la invasion bacteriana, asi como a la
colonizacion e infeccion, debido al dafio en la queratina o en las
membranas mucosas que recubren el seno del pezén. El grado de
respuesta inflamatoria depende del patdgeno invasor y de factores del
huésped, tales como la etapa de la lactancia, la edad, el estado
inmunoldgico de la vaca, la genética y el estado nutricional (22).

La mastitis bovina provoca cambios en las propiedades fisicas, quimicas
y bacteriologicas de la leche. La disminucion de los niveles de lactosa,
grasa, proteina y nitrogeno ureico en la leche afectada por mastitis se
observa en diversas infecciones, principalmente debido a la presencia de
Staphylococcus aureus, Staphylococcus coagulasa negativos (CNS) y
otros patogenos bacterianos (23). Las reacciones inmunoldgicas
desencadenadas por invasiones de patdégenos dan lugar a infeccion e
inflamacion intramamaria (IM) (24).

Ademas, la resistencia bacteriana se ha convertido en una amenaza
creciente, ya que los mecanismos de resistencia se estan extendiendo
globalmente. Hasta la fecha, los tratamientos antibioticos tradicionales
favorecen facilmente la aparicion de cepas resistentes (26). Se ha
informado ampliamente sobre la resistencia a antimicrobianos, entre los
cuales se mencionan la penicilina, amoxicilina, tetraciclina, amikacina,
gentamicina y eritromicina. Sin embargo, segun estudios recientes, se ha
reportado un aumento en la resistencia a nuevos antimicrobianos; los

perfiles bacterianos indicaron resistencia a piperacilina, ceftazidima,
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cefquinoma, tigeciclina, colistina y vancomicina. Ademas, el problema

de los residuos de medicamentos también esta en aumento (25).

Tipos de mastitis

1.2.2.1. Mastitis clinica

La mastitis clinica puede clasificarse en hiperaguda, aguda y subaguda,
segun la gravedad de los sintomas. El contagio esta determinado por
varios factores que contribuyen al nivel de infeccion, entre los cuales se
incluyen el agente causante de la enfermedad, la edad del animal, su
estado inmunologico y la etapa de lactancia. (26). En la mastitis se
manifiestan tanto etapas locales como sistémicas. Estas incluyen
enrojecimiento e inflamacion de las areas afectadas (generalmente, los
cuartos infectados estan hinchados, calientes y son dolorosos), pérdida
de apetito, aumento de la temperatura corporal, hipertermia, anorexia,
depresion, reduccion en la produccion de leche y cambios en la
composicion de la leche, que se caracteriza por la presencia de escamas,

coagulos o secreciones acuosas (27).

1.2.2.2. Mastitis subclinica

La mastitis subclinica no presenta alteraciones visibles en la glandula
mamaria ni en la leche, lo que la hace mas dificil de diagnosticar debido
a la ausencia de signos evidentes en la leche o en los animales. El
recuento de celulas somaticas es uno de los principales indicadores de
mastitis subclinica. Otros indicadores incluyen un aumento en la
poblacion bacteriana de la leche, una disminucion en la produccion de

leche y cambios en la composicion y calidad de la leche (28). La fase
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subclinica tiene una duracién mayor que la fase clinica, y la infeccion

facilita la propagacion de patdgenos dentro del rebafio (29).

La deteccion de la mastitis subclinica es crucial para implementar
estrategias de control y manejo de la enfermedad (30). El diagndstico de
laboratorio es necesario para el aislamiento e identificacion del patdgeno

involucrado (31).

Etiologia de la mastitis

La etiologia de enfermedades complejas como la mastitis no se conoce
por completo y continuamente se detectan y notifican nuevos patégenos
(21). Puede ser causada por microorganismos patdgenos e irritantes
quimicos que pueden desencadenar una respuesta inmunitaria o cualquier
tipo de lesion fisioldgica. Sin embargo, los microorganismos patdégenos
son la principal causa de mastitis (32).

1.2.3.1.Causas no infecciosas

Las lesiones mecanicas asociadas al ordefio mecanico pueden inducir
dafos severos en los cuartos, lo que los hace mas vulnerables a
infecciones debido al dafio en la queratina o en las membranas mucosas
que recubren el seno del pezdn (33). Las malas practicas higiénicas estan
altamente relacionadas, como la ubre sucia al inicio del ordefio. Ademas,
las vacas de raza Holstein son méas susceptibles a la mastitis que otras
razas (34). Pérez Morales et al. (35), reportaron que las vacas con siete 0
mas partos mostraron una mayor prevalencia de mastitis y que los dias

de lactancia también pueden aumentar la prevalencia de la enfermedad.
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1.2.3.2.Causas infecciosas

Las causas infecciosas son las mas comunes y, en varios casos, las
infecciones asociadas a bacterias son la presentacion mas prevalente
dentro de los rebafios. Los patdgenos bacterianos también se clasifican
en diferentes categorias: bacterias contagiosas, ambientales y
oportunistas (36). Se han identificado mas de 150 especies bacterianas
como patdgenos de la mastitis (37). Tanto las bacterias grampositivas
como las gramnegativas pueden causar mastitis. Las bacterias
grampositivas incluyen varias especies de Staphylococcus vy
Streptococcus y las bacterias gramnegativas mas comunes son
Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae (38).

Los patdgenos contagiosos viven en la ubre y se transmiten de pezones
infectados a no infectados durante el proceso de ordefio. Entre ellos se
incluyen principalmente Streptococcus agalactiae, Staphylococcus
aureus y Mycoplasma bovis (39). Los patdgenos oportunistas tienen
propiedades adhesivas muy fuertes que les ayudan a invadir el
revestimiento interno de la glandula. Pueden causar episodios periodicos
de mastitis clinica (40). Los patdgenos ambientales suelen encontrarse en
el alojamiento y la cama, y tienden a ingresar al canal del pez6n durante
el proceso de ordenefio. Algunos ejemplos son: Escherichia coli,
Klebsiella spp., Pseudomonas spp., Streptococcus uberis, Streptococcus
dysgalactiae, y Enterococcus spp.

Los estafilococos coagulasa negativos (SCN), como Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus simulans, Staphylococcus saprophyticus y

Staphylococcus chromogenes (41) son patogenos oportunistas que
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colonizan el revestimiento de la piel del pezén o de la ubre. Se ha

sefialado que la mastitis estafilocdcica es la causa mas frecuente de

pérdidas econdémicas debido a la baja produccion de leche en el sur de

Asia, y es también la principal causa de mastitis en Europa (21). Los

patdgenos mas frecuentes de la mastitis bovina en todo el mundo son

Streptococcus aureus y especies de Staphylococcus coagulasa-negativos

(42). Esta etiologia es compleja debido a la gran cantidad de posibles

patdgenos, lo que dificulta su control.

Mastitis por hongos y levaduras

En los Gltimos afios se han reportado mayores tasas de morbilidad
causadas por mastitis micéticas en bovinos. Un estudio reciente
detectd levaduras zoonoéticas, entre ellas Candida albicans y
Kodamaea ohmeri (43). Se reportaron otras especies de Candida: C.
guilliermondii, C. famata, C. tropicalis, C. colliculosa, C. krusei, C.
rugosa, C. glabrata, C. parapsilosis y C. inconspicua; asi como
Trichosporon sp., Rhodotorula glutinis, Saccharomyces fragilis,
Pichia kudriavzevii y Cyberlindnera rhodanensis. También se
encontraron especies de moho Aspergillus amstelodami, A.
fumigatus y Geotrichum candidum (44, 45).

Mastitis virales

Es probable que la inmunosupresién inducida por virus sea la base
de la mastitis. Se ha informado que el Herpesvirus bovino 1, el virus
de la fiebre aftosa y el virus de la parainfluenza causaron mastitis
clinica, y el Herpesvirus bovino 4 causa mastitis subclinica. Por otro

lado, las lesiones en los pezones asociadas con el Herpesvirus bovino
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2, la viruela bovina, el pseudovirus de la viruela bovina, la fiebre
aftosa, el virus de la estomatitis vesicular, el papiloma y el virus de
la leucemia bovina contribuyen indirectamente a la mastitis (46, 47).
Mastitis bacterianas

Las bacterias son los agentes etioldgicos mas comunes y prevalentes
asociados con la mastitis. La ubre actia como reservorio de
patdgenos contagiosos que se transmiten de pezones infectados a
pezones no infectados durante el proceso de ordefio. Entre estos, se
encuentran principalmente Mycoplasma bovis, Streptococcus
agalactiae y Staphylococcus aureus (48). Sin embargo, otros
estudios han reportado una mayor incidencia de Streptococcus
agalactiae aislado de vacas mastiticas. Debido a esto, muchos paises
consideran que este patdgeno predomina sobre otros patdgenos
contagiosos (49, 50).

A pesar de esto, un namero diverso de informes aln consideran a
Staphylococcus aureus como el agente contagioso mas prevalente
asociado con la mastitis, ya que esta bacteria es persistente dentro de
la ubre (51). Otro patdgeno contagioso menos comun es
Mycobacterium bovis, aunque muy pocos estudios evidencian su
prevalencia. Sin embargo, los brotes debidos a Mycoplasma bovis se
estan volviendo comunes y se consideran la especie de micoplasma
mas prevalente que causa mastitis bovina en todo el mundo (52). Por
otro lado, los patdgenos ambientales se transmiten a través de las

heces, el ambiente interior y los pastos, siendo los mas comunes las
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bacterias: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Streptococcus
uberis (39).

Escherichia coli, es el coliforme Gram-negativo mas comdn
responsable de causar mastitis clinica ambiental, debido
principalmente a la alta variabilidad genotipica (53). Klebsiella
pneumoniae, es la segunda causa mas comun de mastitis bovina y,
se considera la mas perjudicial en la disminucion de la produccion y
calidad de la leche, asi como en términos econdémicos. Aungue se
clasifica como un patdégeno ambiental, también se ha encontrado que
se transmite de vacas infectadas a sanas (54). Streptococcus uberis,
causa alrededor de un tercio de todos los casos de infeccion
intramamaria en vacas en todo el mundo, invadiendo el canal del
pezon después del ordefio o después de un dafio (55). Un estudio
reportd agentes causales de mastitis, se identificaron dos cepas como
Mycobacterium fortuitum Il y Mycobacterium margeritense, que son
resistentes a la claritromicina (56).

Kotzamanidis et al. (57), afirmaron que es necesario comprender la
estructura de la poblacién, la transmision, las caracteristicas de
virulencia y la patogenicidad de los patégenos asociados con la
mastitis para desarrollar estrategias para reducir la propagacion del

patogeno entre los rebafios en una region geografica especifica.
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1.2.3.3.Bacterias asociadas a la mastitis

Staphylococcus aureus

Patdgeno grampositivo mas frecuente conocido por estar asociado
con varias formas de mastitis clinica y subclinica (58). El reservorio
principal de Streptococcus aureus es la glandula mamaria infectada
de forma cronica. Por lo tanto, es fundamental mantener una buena
higiene de la ubre, ya que el ordefio adecuado puede proteger a las
vacas sanas de las infectadas, reduciendo asi el riesgo de infeccion
(59). Esta bacteria no provoca una respuesta inmune en la vaca tan
intensa como la de Escherichia coli; por lo tanto, la infeccion suele
ser mas leve, lo que puede dar lugar a una mastitis crénica que dura
varios meses (60). No causa anomalias ni fatalidades, sin embargo,
produce enzimas degradativas y toxinas que dafan irreversiblemente
el tejido de la ubre, lo que, en ultima instancia, disminuye la
produccion de leche.

Streptococcus agalactiae

Patdgeno grampositivo que causa mastitis contagiosa. Se puede
encontrar en el tracto gastrointestinal bovino, asi como en el entorno
de las vacas lecheras. Puede transmitirse a través de la maquina de
ordefio y por via oro-fecal, especialmente mediante el consumo de
agua potable contaminada. Un estudio reciente demostré que, para
controlar la infeccion por Streptococcus agalactiae, no basta con
mantener la ubre y el ordefio sanitarios; también es necesario
gestionar adecuadamente las heces y el ambiente (61). Streptococcus

agalactiae causa mastitis subclinica con alto RCS (recuento de
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células somaticas) y baja produccion de leche, aunque no se
mostraron anormalidades en la leche (62). Puede sobrevivir
indefinidamente en las glandulas mamarias de las vacas, formando
una biopelicula que les permite adherirse y persistir en la glandula
mamaria, mejorando concomitantemente la resistencia al factor
huésped y la privacion de nutrientes (63).

Streptococcus uberis

Patdgeno ambiental que causa mastitis recurrente, asociada con
infecciones clinicas y subclinicas (64). Se inform6 que los
componentes o-caseina y [-caseina en la leche, inducen la
produccion de biopelicula, que ayuda a Streptococcus uberis a
persistir bajo estrés ambiental y resistir el tratamiento con
antibioticos (65). Se ha detectado en diferentes partes de los
animales, incluidos los labios, las amigdalas, la piel, la cavidad oral,
el rumen, el tracto respiratorio, el recto, el orificio del pezon, los
canales del pezdn, las ubres infectadas, las heces y las heridas (66).
Escherichia coli

Patdgeno gramnegativo mas frecuente. Invade la ubre a través del
pezon, prolifera e inicia una respuesta inflamatoria en la vaca
lechera. Se puede encontrar en el entorno que rodea a la vaca lechera,
como la cama del rebafio, especialmente en condiciones himedas
(67). La mastitis causada por Escherichia coli suele ser clinica y
transitoria. Los sintomas son variados, desde leves con solo signos
locales (ubre roja e hinchada) hasta graves con signos sistémicos

(fiebre). La mastitis clinica grave causada por Escherichia coli puede
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causar dafio tisular irreversible en la glandula mamaria, pérdida
completa de la produccion de leche, a veces incluso provocando la
muerte de la vaca lechera (68).

— Streptococcus dysgalactiae
La patogenicidad de Streptococcus dysgalactiae se atribuye a varios
factores de virulencia (FV) que participan en diferentes categorias,
tales como: adherencia, enzimas (incluyendo hialuronidasa, factor
mitogénico, enolasa estreptococica y estreptodornasa), evasion
inmune, antigenos inmunorreactivos, captacion de hierro y
manganesio, proteasas, superantigenos y procesos de formacion de
toxinas, segun la base de datos de factores de virulencia de
Streptococcus. Estos genes de virulencia facilitan la adherencia a las
células epiteliales, su internalizacién vy, posteriormente, la
diseminacion a las células del huésped (69).

1.2.4. Inmunidad de la glandula mamaria

El sistema inmune se caracteriza por su capacidad de reconocer y

diferenciar agentes extrafios invasores y moléculas producidas por el

organismo (70). La glandula mamaria realiza una variedad de funciones

inmunoldgicas que confieren proteccion; incluso antes del parto, se

producen anticuerpos secretados en el calostro para proteger al recién

nacido contra agentes infecciosos (71). El tejido de la glandula mamaria

(GM), esta protegido por dos formas de mecanismos de defensa inmune:

inmunidad innata e inmunidad adquirida.

Los sistemas inmunes innato y adquirido interacttan estrechamente en

un intento de proporcionar proteccion contra los microorganismos de la
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mastitis (71). En primer lugar, la respuesta inmune innata estimula la
respuesta inmune adquirida e influye en su naturaleza. En segundo lugar,
la respuesta inmune adquirida utiliza muchos mecanismos efectores
inmunes innatos para eliminar agentes extrafios, y su accién aumenta con
frecuencia la actividad antimicrobiana de la respuesta inmune innata. La
eficiencia de estas respuestas determina la susceptibilidad o resistencia
de la GM a la infeccion. La inmunidad innata predomina en la etapa
temprana de la infeccion, estda mediada por: macrofagos, neutrofilos,
células asesinas naturales (NK) y citocinas. Reconoce y responde a
diferentes patdgenos, incluso si estdn invadiendo la membrana
plasmatica de las células por primera vez.

En particular, las bacterias tienen diferentes estructuras de pared celular
que son reconocidas por receptores especificos de la membrana
plasmatica de las mismas. Estas estructuras son lipopolisacarido (LPS),
peptidoglicano (PGN) y acido lipoteicoico (LTA), que constituyen los
patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP) (72).
Fisiopatologia de la mastitis

Los sistemas inmunoldgicos innato y adquirido de las glandulas
mamarias, trabajan juntos y brindan maxima proteccion contra los
microorganismos patdégenos que causan mastitis (73).

Casi todos los patégenos mamarios ingresan a la ubre a través de la
abertura del pezon (orificio), excepto en casos raros en los que la ubre se
infecta secundariamente a través de una infeccion sistémica (Micoplasma
bovis). El orificio del pezon esté cerrado por una capa del musculo del

esfinter del pezon, también conocido como roseta de Furstenberg,
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ubicado directamente sobre el canal de la estria. Estd formado por
pliegues sueltos de una membrana que se alisan a medida que la leche se
acumula en la ubre (71). Ayuda a prevenir la fuga de leche entre ordefios
y sirve como barrera fisica para la entrada de patégenos de mastitis a
través del orificio del pezon. Dentro del canal de la estria, la queratina es
producida por el epitelio del conducto del pezon para servir como barrera
fisica contra la entrada de patdgenos de mastitis. La queratina también
tiene un efecto antibacteriano como consecuencia de diferentes acidos
grasos bacteriostaticos como los &cidos miristico, laurico, palmitoleico y
linoleico. Las proteinas fibrosas también componen la queratina
especificamente implicada para unirse y destruir la pared celular de los
patdgenos. El dafio a la queratina por infusion intramamaria incorrecta o
por sistemas de maquinas de ordefio defectuosos aumenta el potencial de
colonizaciédn del canal del pezén por bacterias (74). Al ingresar a través
de la abertura del pezén, Staphylococcus aureus, se adhiere a las células
del huésped e invade los tejidos circundantes para evitar ser expulsado
por la leche.

Las bacterias que penetran en las glandulas mamarias colonizan el tejido
y posteriormente comienzan a multiplicarse. Los metabolitos que forman
en el lugar de multiplicaciéon provocan una reaccion inflamatoria y los
tejidos afectados comienzan a liberar mediadores de la inflamacion.
Estos mediadores atraen a los leucocitos, que comienzan a migrar al lugar
de la inflamacion (75). Dependiendo del agente causal, la extension del
tejido infectado y la inmunocompetencia del huésped, la glandula

mamaria se infiltra rapidamente por leucocitos (76). Esta respuesta varia



20

entre bacterias Gram-negativas y Gram-positivas (77). Los mecanismos
de defensa de la vaca contra la infeccion de la glandula mamaria incluyen
componentes de la leche con actividad bactericida, como la lisozima, la
lactoferrina y la peroxidasa. El sistema de defensa humoral (anticuerpos
especificos) y celular (células somaticas), van a desempefiar un papel
importante en la lucha contra los microorganismos patégenos en la
glandula mamaria (78).

Las infecciones causadas por Escherichia coli, una bacteria Gram-
negativa, generan una respuesta inmune muy rapida y agresiva por parte
de las células mamarias del huésped, mientras que Staphylococcus.
uberis, una bacteria Gram-positiva, es responsable de una respuesta
inmune lenta 0 moderada (79).

La mastitis relacionada con Staphylococcus aureus produce una
respuesta inmune innata muy lenta o, a veces, no observable (80).
Después de adherirse a la célula huésped deseada, el Staphylococcus.
aureus y los Staphylococcus non aureus, o CNS, secretan varias
exotoxinas y enzimas que ayudaran a invadir, penetrar y destruir células
y tejidos. La exotoxina hemolisina y las exoenzimas son responsables de
descomponer el tejido epitelial en los conductos y alvéolos de las
glandulas mamarias, lo que contribuye a las pérdidas de produccién de
leche durante la mastitis en el ganado lechero (81).

De acuerdo con lo anterior, las células fagociticas del sistema inmune
innato se encargaran de engullir y destruir tanto a Staphylococcus aureus
como a los Staphylococcus non aureus. Sin embargo, Staphylococcus

aureus y el sistema nervioso central (CNS) cuentan con diversas
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estrategias de evasion. Entre las proteinas de evasion utilizadas por
muchas cepas de Staphylococcus se encuentran las proteinas de unién al
fibrindgeno extracelular (Efb) y la subunidad de leucotoxina (LukM). La
proteina Efb puede enmascarar la superficie de Staphylococcus aureus
con un escudo similar a una capsula, con el fin de evitar la union de
anticuerpos a Staphylococcus aureus y su posterior eliminacién por los
neutrofilos fagociticos. Por otro lado, la subunidad de unién de LukM es
capaz de eliminar los leucocitos al interactuar con su receptor diana en la
superficie de los neutrdfilos (82). Esto permite que la bacteria persista
hasta que las condiciones sean mas favorables para su proliferacion.
Las bacterias Gram-positivas no inducen una respuesta de sefializacion
TLR, y es por eso que producen una respuesta lenta o moderada del
sistema inmune del huésped (68).
Diagnostico de la mastitis
El diagndstico de mastitis clinica se basa con frecuencia en la inspeccion
de la glandula mamaria, la presencia de cambios en las caracteristicas
fisicas de la leche, el aumento en el nimero de células somaticas y la
identificacion de bacterias mediante pruebas indirectas (83).
En contraste, el diagndstico de mastitis subclinica es mas complicado y
se basa en métodos directos, asi como en diversos métodos indirectos
para estimar el aumento en el recuento de células somaticas (SCC) (84).
1.2.6.1.Diagnostico basico
— Examen bacterioldgico

El cultivo bacterioldgico (BC) es el método de referencia para

detectar microorganismos que causan mastitis. Este método identifica
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los patdgenos en funcion de la forma de las colonias, el medio de
cultivo, las técnicas de tincion y diversos ensayos, como la hemolisis,
el oxido de potasio (KOH), la prueba de catalasa, la hidrélisis de
esculina, la utilizacion de citrato y la prueba de Christie, Atkins,
Munch y Peterson (CAMP) (84).

La técnica de cultivo de mastitis reportdé una Sp (especificidad) del
99,8% para Staphylococcus aureus, con un porcentaje muy bajo de
falsos positivos (0,2%) y una Se (sensibilidad) del 88,4%, lo que la
hace adecuada como prueba estandar de oro (85). Sin embargo, los
resultados seran deficientes si se utilizan los medios incorrectos para
los microorganismos; la leche parece normal sin alteraciones durante
la etapa de desprendimiento, pero puede ocurrir una infeccién
intramamaria. Ademas, los cultivos bacterianos requieren mucho
tiempo y no detectan el nivel de inflamacion relacionada con la
infeccion (86).

Recuento de células somaticas en leche

El recuento de células somaticas (RCS) proporciona una visién en
profundidad de la calidad de la leche. La medicion de las células
somaticas de la leche mediante microscopia directa o utilizando un
contador electrénico automatico de células sigue siendo el método
mas frecuente y facil para el diagnéstico de mastitis sub clinica
(SCM). La microscopia directa convencional requiere mucha mano
de obra, es lenta y necesita un microscopio de alta calidad y personal
capacitado para mejorar la eficiencia. Un contador electrdnico

automatico de células mide los recuentos de células basandose en el



23

principio de citometria de flujo. Demuestra ser un método rapido,
sensible y preciso para medir el RCS (87). La correlacién mas precisa
entre la infeccion de la glandula mamaria (IMI) y RCS se encuentra
al analizarlo a nivel de cuarto. Ademas, datos reportados sugieren que
los cuartos sanos tienen un RCS medio de aproximadamente 70,000
células/ml, y un RCS de > 200,000 células/ml indica cuartos
infectados (88).
La Se, la Sp y la precision del RCS fueron del 86,60 %, 97,76 % y
91,94 %, respectivamente, con un VPP y un VPN del 98,33 % y del
84,52 %, respectivamente (89). Estas células estan presentes en la
leche normal en pequefias cantidades, pero sus niveles podrian ser
mas altos en la leche del ganado enfermo, posiblemente alcanzando
mas del 90 % (90). Existen diferentes opiniones sobre el umbral del
RCS. Aunque el RCS se ha utilizado durante décadas en el
diagnostico de mastitis, tiene algunas limitaciones. Por ejemplo,
puede verse afectado por la edad, la estacion, el estrés, el manejo, el
parto y el periodo de lactancia (91). Por lo tanto, estas limitaciones
deben considerarse al interpretar el resultado.
e Prueba de mastitis de California (CMT)
La prueba CMT es rapida, econémica y sencilla, y se considera
una de las técnicas mas comunes para la medicion cualitativa de
celulas somaticas en muestras de leche (91). Esta prueba es la
principal utilizada en el sitio de la vaca para detectar cuartos
infectados, lo que permite realizar un examen bacteriologico

posterior (92). Sharma et al. (89), informaron que la CMT tiene
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valores de Se, Sp, precision, PPV y NPV de 86,07%, 59,70%,
75,52%, 76,21% Yy 74,07%, respectivamente. Sin embargo, esta
prueba tiene algunas limitaciones como por ejemplo que no se
puede utilizar para el monitoreo a gran escala. Solo se utiliza en
la granja para un primer enfoque a nivel de vaca (93).
Evaluacion histopatolégica
La histopatologia es una herramienta importante y comdnmente
utilizada para evaluar el dafio en el tejido mamario causado por
infecciones bacterianas de la glandula (94). Las muestras de tejido
glandular mamario se pueden obtener mediante el uso de agujas y
pistolas de biopsia, como en un sistema automético de puncioén con
aguja, o mediante un sistema de vacio seguido de un lavado con
solucion salina del sitio biopsiado (95).
Los resultados histopatoldgicos representativos en la mastitis bovina
afectada por Staphylococcus aureus son los siguientes: infiltracion
extensa de neutréfilos (PMN) en la glandula; espacio luminal
reducido de los alvéolos; necrosis y atrofia del tejido mamario; y
reemplazo de tejido mamario secretor lesionado con tejido no
secretor. En una evaluacion histologica, la tincion y el examen tienen
una importancia clinica muy alta en el diagnostico y tratamiento
médico en casi todos los campos de la medicina. Un examen
histologico es el estandar de oro para diagnosticar muchas
enfermedades patoldgicas, incluida la mastitis. ElI analisis
histoquimico de una muestra de tejido permite un diagnostico y una

determinacion de la gravedad y el prondstico de la enfermedad. Por
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otro lado, las evaluaciones histologicas requieren un proceso
complejo, que incluye la toma de muestras de tejido, su fijacion,
procesamiento, inclusion, corte y tincion. Finalmente, se somete a un
analisis mediante microscopia y los hallazgos son interpretados por

un patélogo (96).

1.2.6.2.Diagnostico basado en acidos nucleicos

Reaccion en cadena de polimerasa (PCR)

Se utilizan diferentes tipos de PCR para identificar las estructuras del
genoma de los patdgenos causantes de mastitis: amplificacion de su
fragmento de ADN para su deteccion (PCR convencional), deteccion
y cuantificacién de un patdgeno (reaccion en cadena de la polimerasa
con transcripcion inversa [RT-PCR]) y deteccion y cuantificacion de
los diversos patdgenos en la misma muestra (PCR multiplex) (97).
Las dos primeras técnicas para la deteccion de mastitis son la PCR
convencional (98) y la PCR multiplex (99). Ambos métodos tienen
cebadores disefiados para el acido ribonucleico ribosomico (ARNTr)
23Sy 16S.

Estas pruebas tienen varios méritos, como alta Se y Sp, velocidad y
evitar los inconvenientes relacionados con las pruebas basadas en
cultivos. Ademas, pueden detectar las bacterias en muestras de leche
incluso en presencia de residuos de medicamentos y conservantes
(100). Los productos de PCR se pueden almacenar en un refrigerador
0 congelador durante un periodo prolongado. Por el contrario, el
almacenamiento prolongado de placas de Petri de cultivo conduce a

la sequedad de la placa o aumenta el crecimiento de hongos. En
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comparacion con la PCR convencional, la RT-PCR es segura porque
no es necesaria la tincion con bromuro de etidio; los resultados de la
PCR no requieren manipulacion y son rentables si se utilizan muchas
muestras. La RT-PCR puede diferenciar entre brotes clonales y
multiples cepas y su Se y Sp alcanzan el 100% (100).

Por otro lado, la PCR tiene algunas limitaciones. Por ejemplo, suele
ser mas cara que los inmunoensayos y se ha utilizado con acceso
limitado en paises en desarrollo (101). Los resultados falsos positivos
se pueden encontrar cuando hay residuos de leche en la maquina de
ordefio, contaminacion y colonizacion del canal del pezén. También
pueden surgir, cuando se utilizan cebadores que no son lo
suficientemente especificos o cuando se cambian las condiciones del
ciclode PCR. Ademas, las muestras de leche coagulada o la presencia
de inhibidores de PCR en las muestras de leche pueden dar lugar a
una extraccion y purificacion de ADN incorrecta, lo que puede
conducir a un resultado falso negativo. Este problema se puede
solucionar mediante la purificacion en columna (102).

ELISA

Estudios han evaluado esta técnica para desarrollar una herramienta
avanzada para el diagnéstico mas temprano, como un ELISA de
bloqueo en fase liquida basado en biomarcadores para la mastitis
subclinica, un ELISA indirecto para detectar anticuerpos contra las
proteinas rAP1-BP-AP2 de Streptococcus agalactiae y la proteina de
fusion rSip-PGK-FbsA (103). Los marcadores que indican la

respuesta inflamatoria durante la infeccién de la ubre han sido



27

evaluados mediante ELISA en la Ultima década. La deteccion de
citocinas, como los factores de necrosis tumoral e interleucinas
(104). Asi como de proteinas de fase aguda, como la haptoglobina,
mediante ELISA, se ha considerado un marcador importante para la
identificacion de mastitis en bovinos (105).
1.2.6.3.Biochips para deteccidon de mastitis
Se han implementado nuevas tendencias en el diagndstico de mastitis
utilizando microfluidica o biochips. Los microchips desechables, junto
con un lector portatil, pueden utilizarse para medir el recuento de células
somaticas (RCS) en muestras de leche. Para ello, se mezcla la muestra
con una solucion que destruye las células somaticas y la expone a un tinte
fluorescente que tifie el ADN. Luego, la muestra se coloca en el
microchip y se mide la fluorescencia mediante el sistema de lectura
portéatil (106).
1.2.6.4.Nanotecnologia
La nanotecnologia ofrece una nueva oportunidad para el progreso de
enfoques sensibles, rapidos, especificos y rentables para diagnosticar
infecciones bacterianas, incluida la mastitis. La nanotecnologia puede
captar y discriminar moléculas objetivo o microbios de otros
constituyentes en una matriz de muestra compleja (107). Estas moléculas
estan unidas a sondas de afinidad, como anticuerpos y acidos nucleicos,
que pueden distinguir entre biomarcadores microbianos. Las nanoformas
magnéticas, de oro y fluorescentes son ejemplos de nanomateriales

utilizados para el analisis. Las nanoparticulas pueden disefiarse para que
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sean fluorescentes mediante motivacion de luz o excitacion de dos
fotones (108).

Tratamiento

La principal estrategia para el tratamiento de la mastitis se basa en la
administracion de antibioticos, los cuales pueden ser aplicados por via
intramamaria, intramuscular o intravenosa (109). El tratamiento 6ptimo
debe ser lo suficientemente prolongado para garantizar la curacion de la
mastitis subclinica, pero a la vez lo bastante breve para evitar el
desarrollo de resistencias antimicrobianas. El periodo de seca de la vaca
representa el momento mas adecuado para llevar a cabo este tratamiento,
ya que, al no existir secrecion de leche, se previene la eliminacion de
residuos de antibidticos a través de esta via, reduciendo el riesgo de que
estos sean consumidos por los seres humanos (110).

Cuando se identifica una vaca positiva a mastitis, se debe realizar el
ordefio completo para eliminar bacterias, coagulos, residuos y toxinas,
seguido de la infusion intramamaria de antibidticos para tratar la ubre y
la circulacion sanguinea (109). Sin embargo, pueden ocurrir casos graves
en los que la inflamacién impide el ordefio completo al bloquear los
conductos lacteos. En estos casos es recomendable la administracion de
antibidticos por via parenteral junto con la intramamaria (111). Los
antibidticos de accion prolongada no son adecuados durante la lactancia,
ya que el objetivo es que la vaca vuelva a ser ordefiada lo mas pronto
posible, por lo que resulta crucial identificar el patdgeno para seleccionar

el tratamiento adecuado (112).
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Aunque la causa bacteriana de la mastitis puede variar, muchos casos
mejoran tras la rapida administracion de un antimicrobiano efectivo. Los
productores y veterinarios tienen a su disposicion maltiples opciones de
antibidticos; sin embargo, para tomar decisiones informadas, es
necesario contar con datos sobre la eficacia relativa de estos productos
(113). Tras el tratamiento, la proporcion de glandulas mamarias que
experimentan curacion varia entre un 37% y un 84% (114), dependiendo
de factores como las especies bacterianas presentes, la etapa de lactancia,
el antibiotico utilizado, la via de administracion, la resistencia a los
antibidticos, la duracion del tratamiento, la gravedad de la patologia y la
respuesta inmune (115).

Para el tratamiento de la mastitis se han probado diferentes antibioticos
como el ceftiofur, amoxicilina, cefuroxima, cloxacicilina (116)
pirlimicina (117), oxitetraciclina, doxiciclina, gentamicina, doxiciclina,
gentamicina, enrofloxacina, entre otros (118).

Resistencia a antibioticos

La resistencia a los antibioticos representa un desafio en el control de la
mastitis. Ya que los perfiles de resistencia son a menudo especificos del
rebafio, la eleccion del protocolo de tratamiento debe basarse en el
conocimiento de la sensibilidad antimicrobiana de las cepas implicadas.
La combinacion de més de un antibiotico sinergico puede ser un método
mas efectivo que el uso de un solo antibidtico y puede lograr una alta tasa
de curacion (119). Sin embargo, el uso generalizado de antibioticos en el
control de las mastitis aumenta en gran medida el riesgo de instalar y

transmitir resistencia a los antibioticos a los consumidores (120).
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Los mecanismos por los cuales las bacterias llegan a desarrollar
resitencia a los antibacterianos como los macrolidos y lincosamidas,
incluyen mutaciones ribosomales en los sitios de union de los
antibidticos, la metilacion ribosomal mediada por genes erm y la
expulsién activa de antibioticos mediante bombas de eflujo,
principalmente mediada por genes mef y msr, los cuales suelen estar en
elementos genéticos transferibles, facilitando la diseminacion de la
resistencia (121).

En el caso de las tetraciclinas la resistencia estd mediada por cerca de 50
genes identificados en 126 genes bacterianos, agrupados en dos
mecanismos principales: el eflujo activo, en el que genes como el tet(k)
y tet(L) codifican bombas de eflujo que expulsan la tetraciclina fuera de
la célula, sin conferir resistencia a la minociclina; y la proteccién
ribosoma, en la que genes como el tet(M), tet(O), tet(S), tet(Q), tet(T) y
tet(W) producen proteinas que protegen al ribosoma de la accion de la
tetraciclina, otorgando resistencia a toda la familia de estos antibidticos
(122). EL gen tet(M) es el mas ampliamente distribuido, pudiendo
encontrarse en elementos genéticos maviles, que pueden portar ademas
genes de resistencia a eritromicina y kanamicina, favoreciendo de esta
manera la diseminacion de cepas multirresistentes (123).

En el caso de los betalactamicos, la resistencia se produce, para el caso
de bacterias como estreptococos, mediante modificaciones en las
proteinas de transporte de las penicilinas (PBP), aunque existen otros
mecanismos independientes de las PBP como el Operon MurMN,

Operdn ciaRH, Gen adr, Gen stkP, Gen spr1178, que producen efectos
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como la biosintesis de componentes muropeptidicos ramificados, la
codificacion de un peptidoglicano O-acetiltransferasa, serina/treonina
quinasa o una posible permeasa de hierro (124).

Los mecanismos descritos para las fluoroquinolonas incluyen
mutaciones puntuales en las regiones determinantes de resistencia a
quinolonas de los genes gyrA y parC (125), bombas de eflujo y genes gnr
plasmidicos que diseminan la resistencia de bajo nivel (124).

Otros mecanismos como el desarrollo de biopeliculas por bacterias como
los estafilococos en el parénguima de la ubre han sido responsables de
gue se agrave aun mas el problema de resistencia a los antibioticos (126).
Vacunacion

La vacunacion de las vacas puede considerarse una estrategia preventiva
para la mastitis en los rebafios. La mayoria de las vacunas estan disefiadas
para combatir Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae y
Escherichia coli. Las vacunas dirigidas a Staphylococcus aureus y
Streptococcus agalactiae estan compuestas por el organismo completo
(células inactivadas, altamente encapsuladas o no encapsuladas, y
vacunas atenuadas) o por subunidades (toxinas, extractos de superficie
bacteriana y extractos crudos de polisacaridos). En el caso de Escherichia
coli, se ha utilizado ampliamente el antigeno central mutante J5. Sin
embargo, las vacunas aun no proporcionan una proteccion
completamente confiable. Por ejemplo, una vacuna comercialmente
disponible Ilamada Startvac (Hipra S.A., Girona, Espafa), dirigida a

Staphylococcus aureus, ha sido estudiada en varios informes, como el de
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Schukken et al. (128), demostraron que Starvac solo puede reducir
moderadamente la nueva infeccion y la duracion de la mastitis.
Como se menciond anteriormente, la mastitis es causada por diversos
patogenos bacterianos, por lo que la falta de eficacia de las vacunas
también podria atribuirse a la naturaleza multietiologica de la mastitis
bovina. No solo varia el sitio de infeccion en la glandula mamaria entre
diferentes cepas bacterianas, sino que también pueden diferir sus
caracteristicas de virulencia y capacidades inmunogénicas (130).
Por lo tanto, independientemente del tipo de vacuna, la vacunacion por
si sola no es efectiva para prevenir la mastitis, especialmente en rebafos
lecheros que tienen altas tasas de mastitis. La vacunacion debe
combinarse con otros procedimientos de control, como el ordefio
higiénico, el tratamiento con antibioticos, el sacrificio de vacas
infectadas, etc., para reducir la incidencia y la duracién de los casos de
mastitis (128).

1.3. Definicién de términos basicos

— Mastitis: Es una inflamacion de la glandula mamaria, generalmente causada
por infecciones bacterianas. Puede ser clasificada como clinica o subclinica,
dependiendo de la manifestacion de los sintomas.

— CMT (California Mastitis Test): Es una prueba rapida y sencilla utilizada
para detectar mastitis en vacas, que mide la cantidad de células somaticas
presentes en la leche. Es Util para el diagnostico de mastitis subclinica.

— Cultivo bacteriano: Técnica de laboratorio que permite el crecimiento de

bacterias en un medio especifico para su identificacion y analisis. Se usa para
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detectar los agentes causantes de la mastitis y evaluar su resistencia
antimicrobiana.

Resistencia antimicrobiana: Es la capacidad de una bacteria de resistir los
efectos de los antibidticos que anteriormente eran eficaces en su eliminacion.
Este fendmeno puede complicar el tratamiento de infecciones como la

mastitis.

— Antibiograma: Prueba de laboratorio utilizada para determinar la

sensibilidad o resistencia de bacterias a diferentes antibidticos. Es una
herramienta clave para la seleccion del tratamiento mas eficaz contra la
mastitis bovina.

PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa): Técnica molecular utilizada
para amplificar y detectar material genético de microorganismos patégenos

en muestras biologicas.



CAPITULO 11

MARCO METODOLOGICO

2.1. Ubicacién Geografica

El trabajo de campo se desarrollo en los fundos de Santa Béarbara (Otuzco),

Tartar (sector agricola y pecuario), La Victoria, Betania y Centro Experimental

Agropecuario La Victoria, de la provincia de Cajamarca. El estudio de

laboratorio se llevo a cabo en la Estacion Experimental Agraria (INIA) ubicada

en los Barios del Inca de la provincia de Cajamarca.

2.1.1 Caracteristicas geograficas y meteorologicas (*)

Las caracteristicas geograficas y meteoroldgicas de la Provincia de Cajamarca

son.

Altitud:

Latitud:

Longitud

Temperatura maxima promedio*
Temperatura minima promedio*
Precipitacion pluvial anual*

Humedad relativa media anual *

: 2723 msnm
:7°09'26" S

1 78°31'03" W
:22,2°C

:5°C

: 609 mm

1 60%

Clima: Semi seco, templado moderado lluvioso y semi frio, con ausencia

de lluvias en las estaciones de otofio, invierno y primavera.

(*) FUENTE: SERVICIO NACIONAL DE METEOROLOGIA E HIDROLOGIA DEL PERU -

(SENAMHI) — ESTACION UNC CAJAMARCA — 2024
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2.2. Disefo de la Investigacion

La investigacion se dividio en las siguientes fases:

2.2.1.

2.2.2.

2.2.3.

2.24.

Seleccion de los predios

Se seleccionaron mediante un muestreo por conveniencia, cinco predios
de la provincia de Cajamarca cuyos propietarios autorizaron la
realizacion del estudio.

Los fundos seleccionados debieron contar con un nimero minimo de 30
vacas en produccion y método de ordefio manual.

Seleccion de los animales

Se incluyeron todas las vacas en produccién en cada predio para la
realizacion de las pruebas de campo.

Se consideraron Gnicamente aquellas vacas a partir de los 15 dias post
inicio de lactacion, con el fin de evitar alteraciones fisioldgicas propias
del posparto, como procesos inflamatorios no infecciosos y la transicion
de calostro a leche.

Sujecion y preparacion de las vacas

Las vacas se sujetaron mediante cuerdas o lazos.

Se procedi6 a manearlas de las patas traseras.

El personal encargado del ordefio se lavd y desinfectd las manos antes de
proceder al contacto con la ubre.

Se realiz6 el lavado de los pezones con agua limpia para eliminar
suciedad, seguido de un secado con toallas de papel desechables.
Diagnostico de mastitis subclinica mediante la prueba de CMT

Para la realizacion de la prueba se siguio el procedimiento propuesto por

Schalm y Noorlander (131).
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La prueba fue realizada al inicio del ordefio, se recolectaron 3 ¢ 4 chorros
de leche (aproximadamente 2 mL) de cada cuarto mamario en cada
compartimento de la paleta de CMT.

Se igual6 el volumen de leche en los compartimentos eliminando el
excedente.

Se afiadi6 una cantidad de reactivo CMT equivalente al volumen de leche
en cada compartimento y se agito la paleta en forma circular.
Transcurridos 10 segundos, se procedio a la lectura de las muestras segun
la escala establecida por Schalm et al. (132) (El tiempo méaximo para la
lectura no fue mayor a 30 segundos):

Cuadro 1. Descripcion de la prueba CMT

Interpretacion

Score | Significado Descripcién de la reaccion (Res/mL)
N Negativo L,a _mezcla permanece en estado 0 - 200,000
liquido homogéneo.
Hay algo de engrosamiento. La
reaccion es reversible y la 150,000 -
T Trazas

viscosidad observada por primera 500,000
vez tiende a desaparecer.

La mezcla espesa, pero no hay
formacion de gel en el medio de la

Ligeramente - . 400,000 -
1 positivo p_aleta y la v_|sc_:03|dad observada 1 500.000
tiende a persistir. La mezcla cae e
pOCO a poco.
Gel se formara en el centro de la
paleta durante el movimiento
giratorio. El gel se acumula en la
rte inferior de la pal ndo el
2 Positivo Pnao;[/ﬁmieentg de ag??a?é?izua dosee 800,000 -
5,000,000

interrumpe. Cuando se vierte la
mezcla la masa gelatinosa cae y
puede dejar un poco de liquido en
el pocillo.

Gel se formara en el centro de la
paleta y se pega en el fondo del
pocillo, pero no a un lado. Cuando >5,000,000
se vierte la mezcla, se cae sin dejar
liguido detras.

Fuente: Schalm et al. (132).

Muy
positivo
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Los resultados de las pruebas de fondo oscuro y CMT se registraron en
la ficha de campo.

Recoleccion de muestras de leche para cultivo bacteriologico

Se recolectaron 10 mL de leche de los cuartos mamarios identificados
como positivos a mastitis.

Las muestras se depositaron en frascos estériles con tapa hermética y se
etiquetaron individualmente.

Se recolectaron 20 muestras positivas por cada predio para garantizar la
representatividad del muestreo.

Transporte de muestras al laboratorio

Las muestras se transportaron en cajas térmicas equipadas con gel
refrigerante, manteniendo una temperatura aproximada de 4 °C.

El traslado fue desde cada predio hasta el Laboratorio de Microbiologia
de la Estacién Experimental Agraria (INIA) en el distrito de Bafios del
Inca, Cajamarca, no superd en ningun caso las dos horas para preservar
la integridad de las muestras.

Aislamiento bacteriol6gico

Las muestras de leche se homogenizaron y se sembraron en placas Petri
utilizando el método de estria y agotamiento.

Se emplearon medios de cultivo selectivos, como Agar sangre, Agar
MacConkey y Agar Staphylococcus.

Las placas se incubaron a 37 °C durante 24 a 48 horas.

Se realizo la observacion macroscopica de las colonias y la evaluacion

microscopica para una identificacion preliminar.
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Identificacion preliminar mediante tincion Gram

De los cultivos bacterioldgicos, se aislaron un total de 150 colonias
bacterianas (30 por predio), considerando que en algunas placas se
observo el crecimiento de multiples colonias con distinta morfologia.
Tincion Gram:

o Se prepararon frotis de cada aislamiento y se fijaron al calor.

o Se aplico la secuencia estandar de tincion (cristal violeta, lugol,
decoloracion con alcohol y safranina) para determinar la naturaleza
Gram positiva 0 Gram negativa de las bacterias.

o La observacion se realiz6 a través de un microscopio, registrandose
las caracteristicas morfoldgicas (forma, agrupacién y coloracién).

Antibiograma

Se aplicd el método de Kirby-Bauer (133), ajustando el inoculo
bacteriano a la concentracion estdndar 0,5 de McFarland.

Se sembré la superficie de placas mediante hisopos estériles y, en un
plazo maximo de 15 minutos, se colocaron discos impregnados con los
antibidticos: tetraciclina, penicilina, estreptomicina, neomicina, sulfas,
enrofloxacina y lincomicina.

Las placas se incubaron a 35 °C durante un plazo no mayor de 24 horas.
Se midié el diametro de la zona de inhibicién (desde el borde exterior de
la placa, sin retirar la tapa) utilizando un calibrador Vernier,

considerando los patrones estandar (Cuadro 2):
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Cuadro 2. Patrones estandar del didmetro del halo de inhibicién

Diametro del halo de inhibicion (mm)

Antibidtico BIERG
(M9)  Resistente  Intermedia  Sensible

Tetraciclina 30 ug <14 15-18 >19
Penicilina 10U <11 12-21 >22
Estreptomicina 10 pg <6 7-9 >10
Neomicina 30 ug <12 13-16 >17
Sulfa 250 ug <10 11-15 >19
Enrofloxacina 5ug <14 15-18 >19
Lincomicina 2 ug <2 4-8 >18

Fuente: Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (134).
2.2.10. Extraccion de ADN y caracterizacion molecular

Se realizo el anélisis molecular las 150 colonias aisladas, para lo cual:

— Se recolecté cada colonia en un tubo con 200 pL de agua grado
molecular.

— Se homogenizo el contenido hasta la completa disolucion de las colonias.

— El tubo se incubd en un bafio de agua en ebullicion 90 °C, durante 15
minutos.

— Posteriormente, se sometié el tubo a congelacion a una temperatura de
-90 °C, durante 20 minutos.

— Se centrifug6 a 13,500 rpm durante 5 minutos y se transfirieron 50 pL
del sobrenadante a un nuevo microtubo.

— La calidad y concentracion del ADN extraido se evalué mediante un

espectrofotometro de microvolimenes.
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Amplificacion del gen 16s -Procesamiento molecular (PCR)

Se siguid la metodologia propuesta por Weisburg et al. (135). Se llevo a
cabo la amplificacion del gen 16s rRNA mediante PCR utilizando
primers dirigidos a regiones conservadas del ADN ribosomal bacteriano.
Se utilizaron dos primers, Forward primer y Reverse primer con una
secuencia de (5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3° y 5'-
TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3"), respectivamente.

Se prepar6 la mezcla de amplificacion, utilizando los siguientes
componentes: Master mix (14,5 ul), forward primer (0,85 pl), reverse
primer (0,85 ul), ADN (2), y agua (11,8 pl), haciendo un total de 30 pug
de mezcla.

Las reacciones se realizaron en un termociclador con las siguientes
condiciones: Desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 3 minutos,
desnaturalizacion a 94°C por 1 minuto ciclos de hibridacion a 52 °C
durante 1 minuto y extension a 72 °C durante 1 minuto y un ciclo final
de extension a 72 °C durante 5 minutos.

Para visualizar los resultados de la PCR, se realiz6 una electroforesis en

gel de agarosa al 1,5%.

Electroforesis en gel de agarosa al 1,5%

Se prepard la electroforesis para visualizar las amplificaciones de genes
de resistencia.

Se pes6 la cantidad adecuada de agarosa (0,75) y se preparo el tampon
de corrida TAE (50 ml), se licuo en microondas para obtener el volumen
de gel deseado. Se dejo enfriar el contenido en el matraz de Erlenmeyer

hasta alcanzar una temperatura de 65 °C.
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— Seanadieron 5 pl de SYBR (solucion) con una concentracion de 10,000x.

— Se coloco el peine adecuado y se vertié la agarosa en el soporte
correspondiente.

— Una vez solidificado, se posiciond el gel en la cubeta de electroforesis y
se afiadio tampon de corrida TAE 1x hasta cubrirlo aproximadamente 0,5
alcm.

— Se cargaron 5 pl en cada pocillo, asegurandose de orientar los pocillos
hacia el polo negativo.

— EI gel se corri6 a 100 V hasta que el colorante se desplazd
aproximadamente 4 cm en el gel.

— Finalmente, el gel se retir6 de la cubeta de electroforesis y los resultados

se visualizaron utilizando un fotodocumentador.

2.2.13. Secuenciamiento
— Se envio 20 pl del producto de PCR (sin purificar) a la empresa

Macrogen para la purificacion y secuenciamiento

2.2.14. Analisis de secuencias y comparacion con bases de datos
— Las secuencias obtenidas fueron revisadas y editadas mediante el
programa BioEdit.
— Posteriormente, se compararon con las bases de datos publicas GenBank
(NCBI) utilizando la herramienta BLASTN, para identificar la especie

bacteriana.

2.3. Meétodos de Investigacion
— Meétodo inductivo — deductivo: En el presente estudio se emplea el método

inductivo, ya que parte de la observacion y analisis de casos de mastitis, a partir
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de los cuales se extraen generalizaciones sobre la frecuencia de agentes
bacterianos y patrones de resistencia bacteriana. Del mismo modo, se emplea el
método deductivo, ya que parte de conocimientos previos sobre los principales
agentes etioldgicos que causan mastitis bovina y sus mecanismos de resistencia
antibidtica, a partir de los cuales se disefian y aplican técnicas de laboratorio para
confirmar la presencia de dichos patégenos y evaluar su comportamiento frente
a diferentes antibidticos.

Analitico-sintético: Se emplea también le método analitico al partir de la
presencia de la mastitis, y descomponerla en diferentes niveles de estudio,
considerando su diagndstico, la identificacion microbioldgica de los agentes
causales y la evaluacion de su resistencia a antibioticos. Posteriormente, se aplica
el método sintético para integrar los resultados obtenidos en las diferentes etapas

del estudio para poder elaborar conclusiones.

Poblacién, muestra y unidad de analisis
2.4.1. Poblacion
La poblacidn esté constituida por todas las vacas en produccion positivas
a mastitis bovina de los cinco fundos seleccionados de la provincia de
Cajamarca.
— Criterio de inclusién: Aquellas vacas en produccion positivas a
mastitis clinica o subclinica.
— Criterio de exclusion: Aquellas vacas negativas a mastitis clinica o
subclinica, y las vacas con mastitis clinica que estén siendo tratadas

en el momento de la recoleccién.
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2.4.2. Muestra
La muestra estuvo conformada por 100 vacas positivas a mastitis
subclinica de cinco predios de la provincia de Cajamarca (20 vacas de
cada predio). Se debe mencionar que en el muestreo se buscoé incluir a
vacas con mastitis clinica y subclinica; sin embargo, no se detectaron
casos de mastitis clinica en las vacas de los predios incluidos en el
estudio, por lo que la muestra se conformd con vacas positivas a mastitis
subclinica.

2.4.3. Unidad de Analisis
La unidad de analisis fue cada una de las 100 muestras de leche obtenidas

de las vacas positivas a mastitis subclinica.

2.5. Técnicas e instrumentos de recopilacion de informacion
e Técnica: Observacion, analisis microbiologico, método de Kirby-Bauer
(antibiograma), analisis molecular, secuenciacion y analisis bioinformatico.
e Instrumento: Ficha de campo para registro de diagndstico de mastitis
(Anexo 1), registro de datos para laboratorio para aislamiento e
identificacion bacteriana (Anexo 2), registro de resultados de antibiograma

(Anexo 3).

2.6. Técnicas para el procesamiento y analisis de la informacion
Los datos recolectados en el campo y laboratorio fueron registrados en hojas de
calculo de Microsoft Excel, donde se organizaron en tablas para su posterior
anélisis.
Se aplico estadistica descriptiva para la presentacion de los resultados, utilizando

frecuencias absolutas y relativas para cada variable analizada. Los resultados
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fueron presentados en tablas de distribucion de frecuencias con el fin de facilitar

la interpretacion de los resultados.

Equipos y materiales

2.7.1. EqQuipos

Incubadora, microscopio Optico, centrifuga, termociclador,
electroforesis en gel de agarosa, fotodocumentador de geles,
espectrofotometro Nanodrop®, secuenciador automatico 3500

Genetic analyzer®.

2.7.2. Materiales

Materiales para pruebas de campo: Paleta de fondo oscuro, paleta de
CMT, caja térmica, gel refrigerante, frascos estériles, reactivo CMT,
sogas, toallas de papel, guantes de latex, alcohol al 70%.

Materiales para cultivo bacterioldgico y prueba de antibiograma:
Medios de cultivo, placas Petri estériles, asas bacteriologicas,
pipetas y puntas estériles, solucién de McFarland 0,5, discos de
antibioticos.

Materiales para PCR vy electroforesis: Reactivos para PCR, reactivos
para electroforesis, kits de purificacibn de ADN, tiras de

electroforesis capilar.



CAPITULO III

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Presentacion de Resultados

3.1.1. Caracterizacion molecular de los agentes bacterianos
Tabla 1. Frecuencia de bacterias causantes de mastitis subclinica en cinco
predios ganaderos de la provincia de Cajamarca - 2024.

Bacteria n Porcentaje
Staphylococcus aureus 89 59,33%
Streptococcus agalactiae 24 16,0%
Escherichia coli 14 9,33%
Staphylococcus epidermidis 11 7,33%
Enterobacter cloacae 8 5,33%
Klebsiella oxytoca 4 2,67%
Total 150 100%

3.1.2. Perfil de resistencia a antibioticos
Tabla 2. Perfil de resistencia de antibidticos a los agentes bacterianos
causantes de mastitis subclinica en cinco predios ganaderos de la provincia

de Cajamarca - 2024.

Sensible Intermedio Resistente Total

Antibiotico
N % N % N % N %

Tetraciclina 95 63,33% 32 21,33% 23 1533% 150 100%
Penicilina 36 24,00% 25 16,67% 89 59,33% 150 100%
Estreptomicina 125 83,33% 14 933% 11 7,33% 150 100%
Neomicina 141 94,00% 7 467% 2 133% 150 100%
Sulfa 118 78,67% 20 13,33% 12 8,00% 150 100%
Enrofloxacina 129 86,00% 15 10,0000 6 4,000 150 100%

Lincomicina 118 78,67% S5 3,33% 27 18,0000 150 100%
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Tabla 3. Perfil de resistencia de antibidticos a Staphylococcus aureus,

identificado como causante de mastitis subclinica en cinco predios

ganaderos de la provincia de Cajamarca - 2024.

Antibiotico

Tetraciclina
Penicilina
Estreptomicina
Neomicina
Sulfa
Enrofloxacina

Lincomicina

Sensible Intermedio  Resistente Total

N % N % N % N %

62 69,66% 18 20,22% 9 10,11% 89 100%
9 10,11% 18 20,22% 62 69,66% 89 100%
76 8539% 7 787% 6 6,74% 89 100%
85 9551% 3 33™% 1 112% 89 100%
74 8315% 9 10,11% 6 6,74% 89 100%
80 898% 7 78T% 2 2,25% 89 100%
86 9663% 2 225% 1 112% 89 100%

Tabla 4. Perfil de resistencia de antibidticos a Streptococcus agalactiae,

identificado como causante de mastitis subclinica en cinco predios

ganaderos de la provincia de Cajamarca - 2024.

Antibiotico

Tetraciclina
Penicilina
Estreptomicina
Neomicina
Sulfa
Enrofloxacina

Lincomicina

Sensible Intermedio  Resistente Total

N % N % N % N %

12 50,006 6 2500% 6 2500% 24  100%
23 9583% 1 417% 0 0,00% 24 100%
21 8750% 2 833% 1 417% 24  100%
23 9583% 1 417% 0 0,00% 24  100%
18 7500% 4 16,67% 2 8,33% 24 100%
20 8333% 3 1250% 1 4,17% 24 100%
22 9167% 2 833% 0 000% 24  100%
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Tabla 5. Perfil de resistencia de antibidticos a Escherichia coli, identificado

como causante de mastitis subclinica en cinco predios ganaderos de la

provincia de Cajamarca - 2024.

Antibiotico

Tetraciclina
Penicilina
Estreptomicina
Neomicina
Sulfa
Enrofloxacina

Lincomicina

Sensible Intermedio Resistente Total

N % N % N % N %

8 5714% 3 21,43% 3 2143% 14 100%
2 1429% 3 2143% 9 6429% 14 100%
10 71,43% 2 1429% 2 1429% 14 100%
12 8571% 1 7,14% 1 7,14% 14 100%
9 6429% 3 2143% 2 1429% 14 100%
10 7143% 2 1429% 2 1429% 14 100%
0 0,000 0 0,006 14 100% 14 100%

Tabla 6. Perfil de resistencia de antibidticos a Staphylococcus epidermidis,

identificado como causante de mastitis subclinica en cinco predios

ganaderos de la provincia de Cajamarca - 2024.

Antibiotico

Tetraciclina
Penicilina
Estreptomicina
Neomicina
Sulfa
Enrofloxacina

Lincomicina

Sensible Intermedio Resistente Total

N % N % N % N %

8 7273% 2 1818% 1 9,09% 11 100%
2 1818% 3 2727% 6 5455% 11 100%
9 81,82% 1 9,09% 1 9,09% 11 100%
10 9091% 1 9,09% 0 0,00% 11 100%
9 8182% 1 9,09% 1 9,09% 11 100%
10 9091% 1 9,09% 0 0,00% 11 100%
10 9091% 1 9,09% 0 0,00% 11 100%
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Tabla 7. Perfil de resistencia de antibidticos a Enterobacter cloacae,

identificado como causante de mastitis subclinica en cinco predios

ganaderos de la provincia de Cajamarca - 2024.

Antibiotico

Tetraciclina
Penicilina
Estreptomicina
Neomicina
Sulfa
Enrofloxacina

Lincomicina

Sensible Intermedio Resistente Total

N % N % N % N %

3 3750% 2 2500% 3 3750% 8 100%
0O 000% 0 000% 8 100% 8  100%
6 7500% 1 1250% 1 1250% 8 100%
7 8750% 1 1250% O 0,00% 8 100%
5 6250% 2 2500% 1 1250% 8 100%
6 7500% 1 1250% 1 1250% 8 100%
0 0,00% 0 0,00% 8 100% 8 100%

Tabla 8. Perfil de resistencia de antibioticos a Klebsiella oxytoca,

identificado como causante de mastitis subclinica en cinco predios

ganaderos de la provincia de Cajamarca - 2024.

Antibiotico

Tetraciclina
Penicilina
Estreptomicina
Neomicina
Sulfa
Enrofloxacina

Lincomicina

Sensible Intermedio Resistente Total

N % N % N % N %

2 50,0000 1 2500% 1 2500% 4 100%
0 0,00% 0 0,00% 4 100% 4  100%
3 7500% 1 2500% O 000% 4 100%
4 100 0 000% O 000% 4 100%
3 7500% 1 2500% O 0,00% 4  100%
3 7500% 1 2500% O 0,00% 4  100%
0 000% 0 000%n 4 100% 4  100%
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3.2. Andlisis, interpretacion y discusion de resultados
La identificacion molecular realizada en 100 muestras de leche positivas a
mastitis, detectadas mediante el Test de Mastitis de California (CMT) (Tabla
1), mostré que la bacteria con mayor frecuencia fue Staphylococcus aureus,
(59,33%), seguida por Streptococcus agalactiae (16%), Escherichia. coli
(9,33%), S. epidermidis (7,33%), Enterobacter cloacae (5,33%) y
Klebsiella oxytoca (2,67%). La alta prevalencia de S. aureus observada en
este estudio, coincide con los reportes de Mulato (20) en Huancavelica en
2018, quien empleo pruebas bioquimicas convencionales (agar hierro-triple
azucar [TSI], agar lisina-hierro [LIA], citrato de Simmons y prueba de
indol). Asimismo, los resultados coinciden con los de Carrillo et al. (15) y
Herndndez et al. (16) en Colombia, en 2007 y 2015, respectivamente,
quienes utilizaron tincion de Gram, pruebas de catalasa y coagulasa; con
Bonifaz et al. (19) en Ecuador en 2024, que combinaron métodos
bioguimicos (tincion de Gram, catalasa, coagulasa y agar manitol) con
identificacion molecular; y con Brisuela et al. (17) en México en 2018 y
Huma et al. (18) en la India en 2022, quienes emplearon técnicas
moleculares (PCR y secuenciacion). Sin embargo, estos resultados difieren
de los reportados por Miranda et al. (10) en Lima en 2022, quienes,
mediante un perfil bioquimico (pruebas de tres azlcares, urea, lisina, citrato,
esculina, manitol y TSC con plasma), identificaron una mayor prevalencia
de Klebsiella oxytoca (20,2%), en contraste con el 2,67% observado en el
presente estudio. Klebsiella oxytoca es un patdgeno coliforme (29),
asociado a cuadros de mastitis clinicas ambientales derivadas de
contaminacion fecal (136). Por otro lado, S. aureus, que fue la bacteria con

mayor frecuencia en este estudio, es reconocido como uno de los principales



50

patdgenos contagiosos de la mastitis bovina, junto a Str. agalactiae. Estos
microorganismos se propagan principalmente durante el ordefio, cuando la
leche infectada entra en contacto con una glandula mamaria sana,
permitiendo la penetracion de las bacterias a través del canal del pezon
(137). La similitud entre los reportes que indican a S. aureus como la
bacteria con mayor frecuencia en casos de mastitis, puede atribuirse, en gran
medida, a la falta de higiene durante el ordefio. Esta situacion favorece el
desarrollo de mastitis subclinicas que, al no ser detectadas oportunamente,
evolucionan hacia infecciones persistentes o cronicas, facilitando la
transmision del patégeno a animales sanos (138). Las vacas ya infectadas
representan la principal fuente de contagio en los hatos lecheros (139). En
paises con industrias lecheras avanzadas, la implementacion de estrictos
protocolos de higiene y planes de control ha permitido reducir la incidencia
de mastitis contagiosa. Sin embargo, la mastitis ambiental representa atin un
desafio, ya que el riesgo de infeccion en el entorno de las vacas no puede
eliminarse por completo (138).

El perfil de resistencia antibiética evaluado en las 150 cepas aisladas de
muestras positivas a mastitis (Tabla 2), mostr6 una mayor resistencia a la
penicilina (59,33%), mientras que la resistencia a la enrofloxacina y la
neomicina fue significativamente menor, con valores del 4% y 1,33%,
respectivamente. La resistencia a los antibidticos representa un serio
problema en el control de enfermedades infecciosas en vacunos (120).
Diversos estudios han reportado niveles de resistencia a la penicilina
superiores al 50% (10, 20, 120, 140), lo que podria estar relacionado con el
uso prolongado e ineficaz de tratamientos antibioticos para la mastitis. Este

fendomeno no solo incrementa el riesgo de resistencia bacteriana, sino que
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también constituye una de las principales amenazas para la salud animal y
humana (141, 142). No obstante, se debe tener en cuenta que el espectro de
resistencia a los antibioticos, dependera de las especies de microorganismos
causante de la mastitis en cada hato en especifico, lo que subraya la
necesidad de un enfoque especifico para su control en cada caso en

particular.

El perfil de resistencia antibidtica de S. aureus (Tabla 3) revel6 una elevada
resistencia a la penicilina (69,66%), resultado que se aproxima a los reportes
de estudios previos, donde se han registrado tasas del 75% (20) y 82,1%
(10). Al respecto, se ha sefialado que las tasas de curacion para la mastitis
causada por este patdgeno son considerablemente bajas durante la lactancia,
favoreciendo la progresion de la infeccion hacia un estado crénico vy, en
algunos casos, requiriendo el sacrificio de los animales afectados (143).
Aunque las cepas de S. aureus pueden ser susceptibles a una amplia variedad
de antibidticos en estudios in vitro (138), este microorganismo posee una
gran capacidad para evadir la respuesta inmune del hospedador,
sobreviviendo a la accion de los neutréfilos, induciendo fibrosis en la
glandula mamaria e invadiendo las células epiteliales del tejido mamario
(144). Ademas, se ha sugerido que la principal razén de la baja tasa de
curacion radica en su capacidad para formar microabscesos, los cuales
impiden la penetracion eficaz de los antibidticos hasta el patogeno
(137,145). Se ha descrito que la mastitis causada por S. aureus solo puede
controlarse eficazmente mediante la prevencion de nuevas infecciones y el
descarte de los animales infectados (143). Teniendo en cuenta que la
transmision de este agente ocurre a través de los componentes de las

maquinas de ordefio, las manos del personal y las toallas de secado (137),
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es fundamental implementar estrictas medidas de higiene para evitar su

diseminacion.

El perfil de resistencia antibiotica en Streptococcus agalactiae mostrd que
la mayor frecuencia de resistencia se presento frente a la tetraciclina, con un
25% de los casos, mientras que la penicilina y la lincomicina demostraron
una efectividad del 100% (Tabla 4). Se ha descrito que este patogeno
responde favorablemente a la terapia antibi6tica (146), lo que concuerda con
los hallazgos del presente estudio. No obstante, existen reportes de cepas
resistentes a la tetraciclina (147, 148), fendmeno que también fue observado
en este estudio. Dado que S. agalactiae no puede multiplicarse ni
desarrollarse fuera de la glandula mamaria, aunque puede sobrevivir por un
corto periodo en las manos del personal de ordefio, en los equipos de ordefio
y en la superficie de los pezones (138), su erradicacion en los hatos lecheros
es posible mediante la implementacién de estrategias eficaces de control de
mastitis. Entre las medidas mas recomendadas se encuentran la desinfeccion
de los pezones después del ordefio y la administracion de terapia antibiotica

durante el periodo de secado (143).

El perfil de resistencia antibidtica en E. coli evidenci6 una resistencia del
100% a la lincomicina, seguida de un 64,29% a la penicilina, mientras que
la neomicina fue el farmaco con mayor eficacia, con un 85,71% de
sensibilidad. Estudios previos también han reportado una alta resistencia a
la penicilina en E. coli (20), mientras que la resistencia del 100% observada
frente a la lincomicina se debe a su falta de actividad contra bacterias
gramnegativas (149). Algunos estudios han recomendado el uso de
gentamicina y enrofloxacina para el tratamiento de mastitis causadas por E:

coli (150, 151), antibidticos que en el presente estudio presentaron bajas
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tasas de resistencia, con un 14% para la enrofloxacina y un 7,14% para la
neomicina, que pertenece al grupo de los aminoglucésidos, al igual que la
gentamicina. Sin embargo, es importante considerar que las mastitis
causadas por E. coli pueden tener consecuencias mortales si no son
detectadas y tratadas oportunamente (152), siendo los casos hiperagudos la
principal causa de mortalidad asociada a esta infeccion (153). En casos
leves, se ha descrito que los ordefios frecuentes pueden contribuir a la
eliminacién del patégeno, dado que E. coli generalmente no invade los
alveolos ni el tejido mamario (154). Asimismo, se ha demostrado que el
50% de los casos de mastitis por E. coli tienen su origen durante el periodo
de seca (155), por lo que un adecuado manejo del hato en esta fase resulta

crucial para el control de la enfermedad.

El perfil de resistencia antibiotica en S. epidermidis (Tabla 6) mostrd una
alta eficacia de antibidticos como la neomicina, enrofloxacina y
lincomicina, mientras que la mayor resistencia se observo frente a la
penicilina (54,55%). Este microorganismo es considerado un patdgeno
menor, al igual que Staphylococcus xylosus y Staphylococcus chromogenes,
y se ha descrito que su origen en la glandula mamaria proviene de fuentes
ambientales (156), causando episodios de mastitis durante el periodo de
secado o en la lactacién temprana (157). Se ha reportado previamente la
resistencia de S. epidermidis a la penicilina debido a la produccion de -
lactamasa, mientras que la enrofloxacina ha demostrado una alta eficacia
contra este patdgeno (156), en concordancia con los hallazgos del presente
estudio, donde no se registrd resistencia a este antibiético. Debido a la
elevada incidencia de resistencia a los -lactdmicos como la penicilina, el

uso de estos farmacos debe ser evaluado cuidadosamente en hatos donde se
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detecten estas bacterias. Esto resalta también la importancia de realizar una

correcta identificacion bacteriana en los programas de control de la mastitis.

El perfil de resistencia antibidtica en Enterobacter cloacae (Tabla 7) mostro
una resistencia del 100% a la lincomicina y la penicilina, seguida de un
37,5% a la tetraciclina, mientras que la resistencia a la neomicina fue nula.
La resistencia a la penicilina concuerda con estudios previos que también
reportaron un 100% de resistencia a este farmaco. Sin embargo, la
resistencia observada a la tetraciclina en este estudio fue menor al 92,9%
reportado por Miranda y Morales (10). Este agente bacteriano puede
ocasionar brotes de mastitis en los que predomina como el principal
patégeno gramnegativo y, en casos Sseveros, puede generar reacciones
sistémicas, aunque suele ser menos grave en comparacion con infecciones
causadas por Klebsiella spp. o E. coli (158, 159). Se ha demostrado que las
cepas de E. cloacae presentan resistencia a antibiéticos como penicilinas,
cefalosporinas y tetraciclinas (160), debido a la produccion de B-lactamasas
de espectro extendido y la presencia de genes de resistencia (161, 162). Esta
bacteria, junto con otras como Klebsiella pneumoniae y Staphylococcus
aureus, forma parte de un grupo de patégenos frecuentemente aislados en
entornos clinicos, asociados con infecciones de alta morbilidad y mortalidad
en humanos, y se han identificado en reservorios como alimentos (163).
Dado que la leche puede actuar como un vehiculo de diseminacion para
Enterobacter resistente a antibidticos (160), es fundamental Ila
implementacion de buenas practicas agropecuarias, como el monitoreo de
mastitis subclinicas, para garantizar la calidad de la leche y prevenir la

propagacion de estos patdgenos.



55

El perfil de resistencia antibidtica en Klebsiella oxytoca mostré una alta
eficacia de antibioticos como la neomicina, estreptomicina, sulfonamidas y
enrofloxacina; sin embargo, se observd una resistencia del 100% a la
penicilina y del 25% a la tetraciclina. La resistencia a la penicilina ya ha
sido ampliamente documentada en estudios previos, coincidiendo con los
hallazgos del presente estudio. No obstante, a diferencia de lo reportado por
otros autores, en este estudio no se observo la elevada resistencia a la
enrofloxacina y estreptomicina descrita por Miranda y Morales (10). Un
estudio realizado por Massé et al. (164) indicd que los niveles mas altos de
resistencia en K. oxytoca se presentan frente a la tetraciclina (19%), lo que
concuerda con los resultados obtenidos en este estudio. Sin embargo, dicho
estudio también report6 una elevada resistencia a la estreptomicina, lo que
no concuerda con los resultados observados en el presente estudio. Las
diferencias en los patrones de resistencia pueden atribuirse a la capacidad
de ciertas cepas de Klebsiella para formar biopeliculas, lo que se ha
relacionado directamente con la resistencia antimicrobiana (165, 166). Estas
biopeliculas estdn compuestas por estructuras fibrilares que recubren la
superficie bacteriana, protegiéndola de la fagocitosis y evitando la accion
bactericida de los factores séricos (167-169). Klebsiella oxytoca es un
patdgeno oportunista responsable de mastitis clinicas ambientales (159),
caracterizadas por signos clinicos graves y bajas tasas de curacion tras la
administracion de antibidticos (170, 171). Dado que se ha identificado la
contaminacion ambiental como la principal fuente de infeccion en vacas
lecheras (164), la prevencion de la mastitis por Klebsiella debe enfocarse en
mejorar las condiciones higiénicas del entorno de los animales y durante el

proceso de ordefio.
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Los resultados obtenidos en este estudio demuestran la variabilidad en los
perfiles de resistencia antimicrobiana de los principales agentes bacterianos
asociados a la mastitis bovina. La capacidad de estos patdgenos para
desarrollar resistencia a los antibioticos, resalta la importancia de estrategias
de control basadas en la higiene, el monitoreo de mastitis subclinicas y la
correcta eleccion de antibiéticos. Estos hallazgos subrayan la necesidad de
programas de vigilancia epidemioldgica y de un uso racional de
antimicrobianos para mitigar la propagacion de resistencia en los hatos

lecheros.

Contrastacion de hipotesis

3.3.1. Hipdtesis de investigacion

Los principales agentes bacterianos encontrados en leche de vacas con
mastitis subclinica en la provincia de Cajamarca son Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus
uberis, Escherichia coli y su perfil de resistencia es multiple.

Se acepta parcialmente esta hipdtesis, ya que los agentes bacterianos
identificados en el presente estudio fueron: Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae, Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis,

Enterobacter cloacae y Klebsiella oxytoca.



CAPITULO IV

CONCLUSIONES

Los agentes bacterianos causantes de mastitis subclinica en predios ganaderos
de la provincia de Cajamarca, identificados molecularmente fueron:
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Escherichia coli,
Staphylococcus epidermidis, Enterobacter cloacae y Klebsiella oxytoca.

El perfil de resistencia antimicrobiana de los agentes bacterianos revelé una
mayor resistencia a la penicilina (59,33%), seguida por la lincomicina (18%) y
la tetraciclina (15,33%). En menor medida, se observo resistencia a la sulfa
(8%), estreptomicina (7,33%), enrofloxacina (4%) y neomicina (1,33%).

El andlisis del perfil de resistencia antimicrobiana de Staphylococcus aureus
mostré una elevada resistencia a la penicilina (69,66%), y una alta sensibilidad
frente a la lincomicina (96,63%) y la neomicina (95,51%).

En el caso de Streptococcus agalactiae, se observo una mayor resistencia a la
tetraciclina (25%) y una alta sensibilidad a la penicilina y neomicina, ambas
con un 95,83%.

Por su parte, Escherichia coli evidencié una resistencia absoluta a la
lincomicina (100%) y una elevada sensibilidad a la neomicina (85,71%).
Asimismo, Staphylococcus epidermidis presenté una mayor resistencia a la
penicilina (54,55%) y una alta sensibilidad a la neomicina, enrofloxacina y

lincomicina, con un 90,91% para los tres antibioticos.
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» En cuanto a Enterobacter cloacae, se identificO una resistencia total a la
lincomicina (100%) y una sensibilidad elevada a la neomicina (87,50%).

» Finalmente, Klebsiella oxytoca demostré también una resistencia completa a
la lincomicina (100%), mientras que present6 una sensibilidad absoluta a la

neomicina (100%).
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CAPITULO V

SUGERENCIAS

Debido a la variabilidad en los perfiles de resistencia observados en este
estudio se sugiere aplicar tratamientos antibioticos dirigidos y basados en el
perfil de resistencia especifico para cada patdgeno. Para esto se hace necesario
realizar diagndsticos microbioldgicos previos al tratamiento con el fin de evitar
la aplicacion inadecuada de antibioticos.

Se sugiere realizar estudios que incluyan anélisis de factores de manejo y
ambientales asociados a la mastitis en los predios evaluados y la
implementacidn de programas de control de mastitis, que incluyan protocolos
estrictos de higiene de ordefio, asi como el monitoreo y diagndstico temprano
de la mastitis mediante las pruebas de mastitis subclinica y la identificacién
microbioldgica de los agentes causantes de la enfermedad.

Se podrian incluir analisis del impacto econémico de las mastitis en los predios
estudiados, considerando pérdidas en la produccion de leche, costos de

tratamiento y descarte de animales.
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ANEXQOS

ANEXO 1. PRUEBAS DE CAMPO

1. Prueba de campo Fundo Otuzco

VACA

NOELIA

MARCELA

MILAGROS

LULU

MULATA

LIDIA

EMILIA

NANCY

JULIA

LUCIA

NEGRA

RUTH

DALIA

RAZA

HOLSTEIN

HOLSTEIN

HOLSTEIN

CRIOLLA

HOLSTEIN

CRIOLLA

BROWN
SWISS

CRIOLLA

HOLSTEIN

HOLSTEIN

CRIOLLA

HOLSTEIN

HOLSTEIN

TIPO DE
MASTITIS

SubClinica

SubClinica

SubClinica

SubClinica

SubClinica

SubClinica

SubClinica

SubClinica

SubClinica

SubClinica

SubClinica

SubClinica

SubClinica

PRUEBA DE CMT
CUARTOS CUARTO
AFECTADOS # DE CRUCES TOMADO OBSERVACIONES
2 Anteriolres y Ante_rior defecha + Anterior . o
posterior Anterior izquierda ++ o Sin antibioticos
e L nA izquierda ++
izquierda Posterior izquierda +
.P ostlenor Posterior izquierda + _Po§tenor Sin antibioticos
izquierda izquierda +
2 Anteriores y 2 Anteriores ++ Posterior

2 posteriores

2 Anteriores y
2 posteriores

2 Anteriores y
2 posteriores

2 Anteriores y
2 posteriores

2 Posteriores

2 Anteriores y
2 posteriores

Posterior
derecha

2 Anteriores y
2 posteriores

2 Anteriores y
2 posteriores

Anterior
derechay 2
posteriores

2 Anteriores y
2 posteriores

Posterior izquierda ++
Posterior derecha +++

Anterior derecha +
Anterior izquierda ++
Posterior derecha +
Posterior izquierda +

Anterior derecha +++
Anterior izquierda +
Posterior derecha +++
Posterior izquierda +++

Anterior derecha ++
Anterior izquierda +
Posterior derecha ++
Posterior izquierda +

Posterior derecha +++
Posterior izquierda ++

Anterior derecha +

Anterior izquierda +

Posterior derecha +
Posterior izquierda ++

Posterior derecha ++

Anterior derecha ++
Anterior izquierda +
Posterior derecha +
Posterior izquierda +

Anterior derecha +++
Anterior izquierda +++
Posterior derecha ++
Posterior izquierda +

Anterior derecha +
Posterior derecha ++
Posterior izquierda ++

Anterior derecha ++

Anterior izquierda ++
Posterior derecha ++
Posterior izquierda ++

derecha +++

Anterior
izquierda ++

Anterior
derecha +++

Posterior
derecha ++

Posterior
derecha +++

Posterior
izquierda ++

Posterior
derecha ++

Anterior

derecha ++

Anterior
derecha +++

Posterior
izquierda ++

Anterior
derecha ++

Sin antibioticos

Sin antibioticos

Sin antibioticos

Sin antibioticos

Sin antibioticos

Sin antibioticos

Sin antibioticos

Sin antibioticos

Sin antibioticos

Sin antibioticos

Sin antibioticos

79



ALEXA

BLANCA
FLOR

MALENA

CALY

JENY

NORA

GREYCI

HOLSTEIN

BROWN
SWISS

HOLSTEIN

CRIOLLA

HOLSTEIN

CRIOLLA

CRIOLLA

SubClinica

SubClinica

SubClinica

SubClinica

SubClinica

SubClinica

SubClinica

2 Anteriores y
2 posteriores

Anterior
izquierda y 2
posteriores

2 Anteriores y
2 posteriores

Anterior
izquierda y
posterior
derecha
Anterior
izquierda

2 Anteriores y
posterior
izquierda

Anterior
izquierda y
posterior
izquierda

Anterior derecha ++
Anterior izquierda +
Posterior derecha +
Posterior izquierda ++

Anterior izquierda +++
Posterior derecha ++
Posterior izquierda ++

Anterior derecha +
Anterior izquierda +
Posterior derecha ++
Posterior izquierda +

Anterior izquierda ++
Posterior derecha +

Anterior izquierda ++

Anterior derecha ++
Anterior izquierda +
Posterior izquierda +++

Anterior izquierda +
Posterior izquierda+

Anterior
derecha ++

Anterior
izquierda +++

Posterior
derecha ++

Anterior
izquierda ++

Anterior
izquierda ++

Posterior

izquierda +++

Anterior
izquierda +

Sin antibioticos

Sin antibioticos

Sin antibioticos

Sin antibioticos

Sin antibioticos

Sin antibioticos

Sin antibioticos

80



2. Prueba de campo Fundo CEA La Victoria

VACA

MELA

LENA

ARIANA

ROSA

ELA

OLGA

2130

FABI

FLOR

ANA

NURI

21422

21230

RAZA

CRIOLLA

HOLSTEIN

HOLSTEIN

HOLSTEIN

CRIOLLA

HOLSTEIN

HOLSTEIN

HOLSTEIN

HOLSTEIN

HOLSTEIN

BROWN
SWISS

HOLSTEIN

HOLSTEIN

TIPO DE
MASTITIS

SubClinica
SubClinica

SubClinica

SubClinica

SubClinica

SubClinica
SubClinica
SubClinica
SubClinica

SubClinica

SubClinica
SubClinica

SubClinica

PRUEBA DE CMT
e os | #DECRUCES o OBSERVACIONES
Q:rtgéﬁ; Anterior derecha + dﬁ?éiggl Sin antibiotico
izgztig:?; Posterior izquierda + i;t?;?ggl Sin antibiotico
2 Anteriores A/:?éﬁgﬂz?qiriifgs : N iz(ﬁj?éfggi N Sin antibiotico
Anterior derecha +++
2 Anteriores y Anterior izquierda +++ Anterior

2 posteriores

2 Anteriores y
2 posteriores

Anterior
derecha

2 Anteriores y
2 posteriores

Anterior
derecha

2 Anteriores y
2 posteriores

Posterior
derecha

Anterior
izquierda

2 Anteriores

Anterior
derecha

Posterior derecha +
Posterior izquierda +

Anterior derecha +++
Anterior izquierda +
Posterior derecha +
Posterior izquierda +

Anterior derecha +

Anterior derecha +++
Anterior izquierda +
Posterior derecha +++
Posterior izquierda +

Anterior derecha +

Anterior derecha +
Anterior izquierda +
Posterior derecha +++
Posterior izquierda +++

Posterior derecha +++

Anterior izquierda +

Anterior derecha +++
Anterior izquierda +++

Anterior derecha ++

derecha +++

Anterior
derecha +++

Anterior
derecha +

Anterior
derecha +++

Anterior
derecha +

Posterior
derecha +++

Posterior
derecha +++

Anterior
izquierda +

Anterior
izquierda +++

Anterior
derecha ++

Sin antibiotico

Sin antibiotico

Sin antibiotico

Suministrando
CEFALEXINA

Sin antibiotico

Sin antibiotico

Suministrando
CEFALEXINA

Sin antibiotico

Sin antibiotico

Sin antibiotico
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2151

2155

KARLY

CIELO

2246

NORA

MAJU

HOLSTEIN

HOLSTEIN

BROWN
SWISS

BROWN
SWISS

HOLSTEIN

HOLSTEIN

HOLSTEIN

SubClinica

SubClinica

SubClinica

SubClinica

SubClinica

SubClinica

SubClinica

2 Anteriores y
2 posteriores

2 Anteriores y
2 posteriores

2 Anteriores y
2 posteriores

2 Anteriores y
2 posteriores

2 Anteriores y
posterior
derecho

2 Anteriores y
2 posteriores

2 Anteriores y
posterior
izquierda

Anterior derecha +++
Anterior izquierda ++
Posterior derecha ++
Posterior izquierda ++

Anterior derecha +++
Anterior izquierda +++
Posterior derecha +
Posterior izquierda +

Anterior derecha +++
Anterior izquierda ++
Posterior derecha +++
Posterior izquierda +++

Anterior derecha +
Anterior izquierda +++
Posterior derecha +++

Posterior izquierda +

Anterior derecha +

Anterior izquierda +
Posterior derecha ++

Anterior derecha ++
Anterior izquierda ++
Posterior derecha +++

Posterior izquierda +++

Anterior derecha ++

Anterior izquierda +++
Posterior izquierda +++

Anterior
derecha +++

Anterior
derecha +++

Anterior
derecha +++

Anterior
izquierda +++

Posterior
derecha ++

Posterior
izquierda +++

Anterior
izquierda +++

Sin antibiotico

Sin antibiotico

Sin antibiotico

Sin antibiotico

Sin antibiotico

Sin antibiotico

Sin antibiotico

82



3. Prueba de campo Fundo Betania

VACA

FLOR

CHINA

6317

CELIA

6312

6325

KEIKO

MAYA

FLACA

JUANA

LOLA

DALIA

6319

RAZA

HOLSTEIN

HOLSTEIN

HOLSTEIN

HOLSTEIN

HOLSTEIN

HOLSTEIN

HOLSTEIN

HOLSTEIN

HOLSTEIN

HOLSTEIN

HOLSTEIN

HOLSTEIN

HOLSTEIN

TIPO DE
MASTITIS

SubClinica

SubClinica

SubClinica

SubClinica

SubClinica

SubClinica

SubClinica

SubClinica

SubClinica

SubClinica

SubClinica

SubClinica

SubClinica

PRUEBA DE CMT
CUARTOS CUARTO
AFECTADOS # DE CRUCES TOMADO OBSERVACIONES
2 Anteriores y Anterior derecha + Posterior
posterior Anterior izquierda + izquierda ++ X
izquierda Posterior izquierda ++ g
Anterior derecha ++
2 Anteriores y Anterior izquierda +++ Posterior X
2 posteriores Posterior derecha +++ derecha +++
Posterior izquierda +++
Anterior derecha ++
2 Anteriores y Anterior izquierda +++ Posterior X
2 posteriores Posterior derecha + izquierda +++
Posterior izquierda +++
2 Posteriores Posterior derecha ++ Posterior X
Posterior izquierda + derecha ++
Anterior derecha +
2 Anteriores y Anterior izquierda + Posterior X
2 posteriores Posterior derecha +++ derecha +++
Posterior izquierda ++
Anterior derecha +++
2 Anteriores y Anterior izquierda ++ Posterior X
2 posteriores Posterior derecha +++ izquierda +++
Posterior izquierda +++
Anterior derecha ++
2 Anteriores y Anterior izquierda +++ Posterior X

2 posteriores

Anterior
izquierda y
posterior
derecha

Anterior
derechay 2
posteriores

2 Anteriores y
2 posteriores

2 Anteriores y
posterior
izquierda

2 Anteriores

2 Anteriores y
2 posteriores

Posterior derecha +++
Posterior izquierda ++

Anterior izquierda +++
Posterior derecha +

Anterior derecha +++
Posterior derecha +++
Posterior izquierda +++

Anterior derecha +
Anterior izquierda +++
Posterior derecha +++
Posterior izquierda +++

Anterior derecha +
Anterior izquierda +
Posterior izquierda ++

Anterior derecha ++
Anterior izquierda +

Anterior derecha +++
Anterior izquierda +++
Posterior derecha +++
Posterior izquierda +

derecha +++

Anterior
izquierda +++

Posterior
izquierda +++

Anterior
izquierda +++

Posterior
izquierda ++

Anterior
derecha ++

Posterior
derecha +++

Sin cuarto posterior
izquierdo.

Cuarto anterior
izquierdo no
funcional.
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6280

PRECIOSA

1063

6314

URSULA

DULCINEA

10601

HOLSTEIN

HOLSTEIN

HOLSTEIN

HOLSTEIN

HOLSTEIN

HOLSTEIN

BROWN
SWISS

SubClinica

SubClinica

SubClinica

SubClinica

SubClinica

SubClinica

SubClinica

Anterior
derecha

Anterior
izquierda y
posterior
derecha

2 Anteriores y
2 posteriores

Posterior
izquierda

2 Anteriores y
2 posteriores

Posterior
izquierda

posterior
izquierda

Anterior derecha +

Anterior izquierda +++
Posterior derecha +++

Anterior derecha ++
Anterior izquierda ++
Posterior derecha +++

Posterior izquierda +++

Posterior izquierda +
Anterior derecha ++
Anterior izquierda ++

Posterior derecha ++
Posterior izquierda ++

Posterior izquierda +

Posterior izquierda +

Anterior
derecha +

Anterior
izquierda +++

Posterior
derecha +++

Posterior
izquierda +

Posterior
izquierda ++

Posterior
izquierda +

Posterior
izquierda +

84



4. Prueba de campo Fundo Tartar

VACA

MILI

NIVIA

JULIA

JOVINA

JUANA

NINA

JAIRA

MARIA

EMILY

DINA

JELY

MARTA

FERIA

RAZA

HOLSTEIN

HOLSTEIN

HOLSTEIN

HOLSTEIN

HOLSTEIN

HOLSTEIN

HOLSTEIN

HOLSTEIN

HOLSTEIN

HOLSTEIN

HOLSTEIN

HOLSTEIN

HOLSTEIN

TIPO DE
MASTITIS

SubClinica
SubClinica

SubClinica

SubClinica

SubClinica

SubClinica
SubClinica
SubClinica
SubClinica

SubClinica

SubClinica
SubClinica

SubClinica

85

PRUEBA DE CMT
CUARTOS CUARTO
AFECTADOS # DE CRUCES TOMADO OBSERVACIONES
' Anterior izquierda ++ .
1 Antenqres y Posterior iqzquierda+ . Af.“e”” X
2 posteriores Posterior izquierda ++ izquierda ++
Anterior derecha +

2 Anteriores y Anterior izquierda ++ Anterior X
2 posteriores Posterior derecha + izquierda ++

Posterior izquierda +

Anterior derecha +++
2 Anteriores y Anterior izquierda ++ Anterior X
2 posteriores Posterior derecha ++ derecha +++

Posterior izquierda ++

Anterior derecha +++
2 Anteriores y Anterior izquierda + Anterior X

2 posteriores

2 Anteriores y
1posteriores
izquierda

2 Anteriores y
2 posteriores

2 Anteriores y
2 posteriores

2 Anteriores y
2 posteriores

Anterior
izquierda y
posterior
posteriores

2 Anteriores y
2 posteriores

2 Anteriores
y2 posterior

2 Anteriores y
posterior
izquierda

2 Anteriores y
2 posteriores

Posterior derecha +
Posterior izquierda +

Anterior derecha +++
Anterior izquierda +++
Posterior izquierda +++

Anterior derecha +++
Anterior izquierda ++
Posterior derecha +++
Posterior izquierda +++

Anterior derecha +
Anterior izquierda +
Posterior derecha ++

Posterior izquierda +++

Anterior derecha +++
Anterior izquierda +++
Posterior derecha +
Posterior izquierda +++

Anterior izquierda +
Posterior izquierda ++

Anterior derecha +
Anterior izquierda +
Posterior derecha +++
Posterior izquierda ++

Anterior derecha ++

Anterior izquierda ++

Posterior derecha ++
Posterior izquierda +++

Anterior derecha +
Anterior izquierda +
Posterior izquierda +++

Anterior derecha +
Anterior izquierda +
Posterior derecha ++

Posterior izquierda ++

derecha +++

Posterior
izquierda +++

Posterior
izquierda +++

Posterior
izquierda+++

Posterior
derecha +

Posterior
izquierda ++

Anterior
derechat++

Posterior
izquierda +++

Posterior
izquierda +++

Posterior
izquierda +++

cuarto posterior
derecha no fun
cional

cuarto posterior
derecha no tiene
leche



MIRIAM

NILA

213-2

218-14

217-10

213-1

Mar-20

HOLSTEIN

HOLSTEIN

HOLSTEIN

HOLSTEIN

HOLSTEIN

HOLSTEIN

HOLSTEIN

SubClinica

SubClinica

SubClinica

SubClinica

SubClinica

SubClinica

SubClinica

2 Anteriores y
2 posteriores

2 Anteriores

Anterior
izquierda

2 Anteriores y
2 Posteriores

1Anteriores y
2 posteriores

2 Anteriores y
2 Posteriores

2 Anteriores

Anterior derecha +
Anterior izquierda +++
Posterior derecha +
Posterior izquierda +

Anterior izquierda ++
Anterior derecha +++

Anterior izquierda +++

Anterior derecha ++
Anterior izquierda ++
Posterior derecha +++
Posterior izquierda ++

Anterior izquierda +
Posterior derecha +++
Posterior izquierda ++

Anterior derecha ++
Anterior izquierda +++

Anterior derecha ++
Anterior izquierda +++

Anterior
izquierda +++

Anterior
derecha +++

Anterior
izquierda +++

Anterior
derecha +++

Posterior
derechat++

Anterior
izquierda +++

Anterior
izquierda +++

86

no tiene leche en 2
cuartos posteriores



5. Prueba de campo Fundo La Victoria

VACA

SAUCELINA

921

GENOVEVA

BELEN

SALOME

ALFONCINA

ESPANOLA

LUZ MARINA

LLUVIA

SIN NOMBRE
1

FORTACHONA

SIN NOMBRE
2

VAINILLA

RAZA

HOLSTEIN

HOLSTEIN

HOLSTEIN

HOLSTEIN

CRIOLLA

HOLSTEIN

HOLSTEIN

CRIOLLA

HOLSTEIN

HOLSTEIN

BROWN
SWISS

HOLSTEIN

BROWN
SWISS

TIPO DE
MASTITIS

SubClinica

SubClinica

SubClinica

SubClinica

SubClinica

SubClinica

SubClinica

SubClinica

SubClinica

SubClinica

SubClinica

SubClinica

SubClinica

PRUEBA DE CMT
CUARTOS CUARTO
AFECTADOS # DE CRUCES TOMADO OBSERVACIONES
Anterior derecha +++
2 Anterioresy | Anterior izquierda +++ Anterior

2 posteriores

2 Anteriores y
2 posteriores

2 Anteriores y
2 posteriores

Posterior
izquierda

Anterior
izquierda

2 anteriores y
1 posterior
derecha

1 anterior
derechay 2
posteriores

2 Anteriores y
2 posteriores

Anterior
izquierda y
posterior
izquierda

Posterior

derecha

Posterior
izquierda

Posterior
izquierda

Posterior
derecha

Posterior derecha ++
Posterior izquierda +
Anterior derecha ++
Anterior izquierda +
Posterior derecha +
Posterior izquierda +
Anterior derecha +
Anterior izquierda ++
Posterior derecha +++
Posterior izquierda ++

Posterior izquierda +

Anterior izquierda ++

Anterior derecha +
Anterior izquierda +
Posterior derecha +

Anterior izquierda +++
Posterior derecha +
Posterior izquierda

+++

Anterior derecha +++
Anterior izquierda +
Posterior derecha ++
Posterior izquierda
+++

Anterior izquierda +
Posterior izquierda
+++

Posterior derecha +

Posterior izquierda +

Posterior izquierda +

Posterior derecha

derecha +++

Anterior
derecha ++

Posterior
derecha +++

Posterior
izquierda +

Anterior
izquierda ++

Anterior
derecha +

Posterior
izquierda +++

Anterior
derecha +++

Posterior
izquierda +++

Posterior
derecha +

Posterior
izquierda +

Anterior
izquierda +++

Anterior
derecha ++

Sin antibiotico

Sin antibiotico

Sin antibiotico

Sin antibiotico

Sin antibiotico

Sin antibiotico

Sin antibiotico

Sin antibiotico

Sin antibiotico

Sin antibiotico

Sin antibiotico

Sin antibiotico

Sin antibiotico
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BITER

TELMA

MAR

PERUANA

PASCUALA

AMELY

MARGARITA

BROWN
SWISS

HOLSTEIN

BROWN
SWISS

BROWN
SWISS

HOLSTEIN

HOLSTEIN

HOLSTEIN

SubClinica

SubClinica

SubClinica

SubClinica

SubClinica

SubClinica

SubClinica

2 Anteriores y
2 posteriores

Anterior
derecha

1 Anterior
izquierda y 1
posterior
izquierda

2 Posteriores

1 anterior
derechay 2
posteriores

1 Anterior
izquierda y 1

posterior

izquierda

1 Anterior
izquierda y 2
posteriores

Anterior derecha +
Anterior izquierda ++
Posterior derecha +

Posterior izquierda
+++

Anterior derecha ++

Anterior izquierda +++
Posterior izquierda
+++

Posterior derecha ++
Posterior izquierda ++

Anterior derecha +++
Anterior izquierda ++
Posterior derecha +

Anterior izquierda +++
Posterior izquierda
+++

Anterior izquierda +++
Posterior izquierda

+++ Posterior derecha
+++

Posterior
izquierda +++

Anterior
derecha ++

Anterior
izquierda +++

Posterior
derecha ++

Anterior
derecha +++

Anterior
izquierda +++

Posterior
derecha +++

Sin antibiotico

Sin antibiotico

Sin antibiotico

Sin antibiotico

Sin antibiotico

Sin antibiotico

Sin antibiotico

88



1. Crecimiento bacteriano en muestras del Fundo Otuzco

cODIGO
VACA

NOE 1

MAR 2

MIL 3

LU4

MUL &

LID6

EMI7

NAN 8

JUL9

LUCI 10

NEL 11

RU 12

DALI'13

ALE 14

BF 15

MAL 16

CAL 17

JEN 18

NOR 19

GREY 20

COLONIAS

ANEXO 2. Resultados de crecimiento bacteriano

89

AGAR
McCONKEY

X

# COLONIAS EN MEDIOS

STAPYLOCOCO

AGAR
McCONKEY

X

X

Morado
pequefio

X

X

Morado
pequefio

X

X

Morado
pequefio

X

Morado grande

Morado grande

FORMAY COLOR

AGAR SANGRE

Blanco pequefio

A: Transparente
grande.
B: Blanco pequefio.

Blanco pequefio

Blanco pequefio

Morada pequefia

Blanco pequefio

Blanco pequefio

A: Amarillo pequefio.
B: blanco pequefio.

Blanco pequefio

A: Amarillo grande.
B: Transparente
mediano.

A: Amarillo pequefio.
B: Blanco pequefio.

Blanco pequefio

A: Blanco pequefio
B: Blanco pequefio

A: Rosado grande.
B: Blanco pequefio.

A: Amarillo pequefio.
B: Grande rosa

A: Amarillo grande.
B: Blanco grande

A: Armarillo pequefio.
B: Blanco grande.

Blanco pequefio
B: Morado grande

Blanco pequefio

Blanco pequefio

AGAR
STAPYLOCOCO

Blanco pequefio

Blanco pequefio

Blanco pequefio

Blanco pequefio

Blanco pequefio

Blanco pequefio

Blanco pequefio

Blanco pequefio

Blanco pequefio

Blanco pequefio

Blanco pequefio

Blanco pequefio

Blanco pequefio

Blanco pequefio

Blanco pequefio

Blanco pequefio

Blanco pequefio

Blanco pequefio



2. Crecimiento bacteriano en muestras del Fundo CAE La Victoria

cODIGO
VACA

MEL 1

LEN 2

ARI3

ROSS 4

ELS

OL6

2130

FAB 8

FLO9

ANA 10

NU11

21422

21230

2151

2155

CARLI 16

CIEL 17

2246

NOR 19

MAJO 20

90

COLONIAS
# COLONIAS EN MEDIOS FORMAY COLOR
AGAR AGAR AGAR AGAR AGAR
McCONKEY SANGRE STAPYLOCOCO McCONKEY G STAPYLOCOCO
X X 1 X X Blanco pequefio
X 1 1 X Blanco pequefio Blanco pequefio
A: Blanco pequefio ~
X 2 1 X B: Blanco grande. Blanco pequefio
X 1 1 X Blanco pequefio Blanco pequefio
A: Pequefio blanco.
X 3 1 X B: Blanco pequeno Blanco pequefio
Hemolisis.
C: Blanco grande.
X 1 1 X Blanco pequefio Blanco pequefio
A: Blanco pequefio. <
X 2 1 X B: Grande blanco. Blanco pequefio
A: Blanco pequefio ~
X 2 1 X B: Grande blanco. Blanco pequefio
A: Blanco pequefio
X 2 1 X B: Pequefio Blanco pequefio
blanquiceleste
A: Pequefia blanca.
X 2 1 X B: Pequena Blanco pequefio
blanquiceleste
X 1 1 X Blanco pequefio Blanco pequefio
A: Blanco pequefio
X 2 1 X B: Grande blanco con Blanco pequefio
hemolisis.
1 1 1 Morad~o A Blanco pequer:\o Blanco mediano
pequefio B: Blanco pequefio
X 1 1 X Blanco pequefio Blanco pequefio
1 1 1 Morad~o Blanco pequefio Blanco pequefio
pequefio
X 1 X X Blanco pequefio X
1 X 1 Morado grande X Blanco pequefio
X 1 1 X Blanco pequefio Blanco pequefio
X 1 1 X Blanco pequefio Blanco pequefio
X 2 1 X A: Blanco pequefio. Blanco pequefio

B: Pequerio amarillo.



3. Crecimiento bacteriano en muestras del Fundo Betania

cODIGO
VACA

FLOR

CHINA

6317

CELIA

6312

6325

KEIKO

MAYA

FLACA

JUANA

LOLA

DALIA

6319

6280

PRECIOSA

1063

6314

URSULA

DULCINEA

10601
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COLONIAS
# COLONIAS EN MEDIOS
AGAR AGAR AGAR AGAR
McCONKEY SANGRE STAPYLOCOCO McCONKEY

X 1 1 X

X 1 X X
1 2 1 Morad~o
pequefio
1 2 1 Morad~o
pequefio

X 1 1 X

X 1 1 X

X 2 1 X

X 1 1 X
1 2 1 Mor_ado
mediano

X 1 1 X
1 2 1 Morad_o
pequefio

X 1 1 X
1 9 1 Morad~o
pequefio

X 1 1 X
1 2 1 Morad_o
pequefio

X 1 1 X

X 1 1 X

X 1 1 X

X 1 2 X

X 1 X X

FORMAY COLOR

AGAR SANGRE

Blanco pequefio

Blanco pequefio

A: Amarillo pequefio
B: blanco pequefio

A: Amarillo pequefio
B: blanco pequefio

blanco mediano

blanco grande

A: Blanco pequefio
B: Blanco grande

blanco grande

A: blanco mediano
B: Blanco pequefio

Blanco pequefio

A: blanco pequefio
B: Amarillo pequefio

Blanco pequefio

A: Blanco grande
B: Amarillo pequen

Blanco pequefio

A: Blanco pequefio
B: Amarillo pequefio

Blanco mediano

Blanco grande

Blanco pequefio

Blanco grande

Blanco grande

AGAR
STAPYLOCOCO

Blanco pequefio

Blanco pequefio

Blanco pequefio

Blanco pequefio

Blanco pequefio

Blanco pequefio

Blanco pequefio

Blanco pequefio

Blanco pequefio

Blanco pequefio

Blanco pequefio

Blanco pequefio

Blanco pequefio

Blanco pequefio

Blanco pequefio

Blanco pequefio

Blanco pequefio

A: Blanco pequefio
B:Blanco pequefio

X



4. Crecimiento bacteriano en muestras del Fundo Tartar

cODIGO
VACA

MIL1

NIv2

JU3

JOv4

JUAS

NI6

JAI7

MARS

EMI9

DI10

JEL11

MAR12

FE13

MIR14

NI15

213-2

218-14

217-10

213-1

MAR20

92

COLONIAS
# COLONIAS EN MEDIOS FORMAY COLOR
AGAR AGAR AGAR AGAR AGAR
McCONKEY SANGRE STAPYLOCOCO McCONKEY G STAPYLOCOCO
1 1 X Morad~o Blanco pequefio Blanco pequefio
pequefio
1 1 1 Morad~o Blanco pequefio Blanco pequefio
pequefio
1 2 1 Morado grande A Blanco pequefio Blanco pequefio
B: Grande blanca
X 1 1 X Blanco pequefio Blanco pequefio
X 1 1 X Blanco pequefio Blanco pequefio
1 1 1 Morado grande Blanco pequefio Blanco pequefio
1 1 1 Morado grande Blanco pequefio Blanco pequefio
1 1 1 Morado grande Blanco pequefio Blanco pequefio
X 1 1 X Blanco pequefio Blanco pequefio
A: Blanco pequefio <
X 2 f X B: Amarillo mediano Blanco pequefio
X 1 1 X Blanco pequefio Blanco pequefio
X 1 1 X Blanco pequefio Blanco pequefio
A: Blanco pequefio ~
X 2 ! X B: Amarilo mediano | ©1nco pequefio
1 1 1 Morad_o Blanco pequefio Blanco pequefio
pequefio
1 1 1 Morad_o Blanco pequefio Blanco pequefio
pequefio
Morado N N
1 1 1 pequefio Blanco pequefio Blanco pequefio
A: Blanco pequefio
1 2 1 Morad_o B: Amarillo mucosa Blanco pequefio
pequefio
grande
A: Blanco pequefio
1 2 1 Morado grande B: Amarillo mucosa Blanco pequefio
grande
X 1 1 X Blanco pequefio Blanco pequefio
X 1 1 X Blanco pequefio Blanco pequefio



5. Crecimiento bacteriano en muestras del Fundo La Victoria

93

COLONIAS
cODIGO # COLONIAS EN MEDIOS FORMAY COLOR
VACA AGAR AGAR AGAR AGAR AGAR SANGRE AGAR
McCONKEY SANGRE STAPYLOCOCO McCONKEY STAPYLOCOCO

SAUCELINA X 1 1 X Blanco pequefio Blanco pequefio
921 X 1 1 X Blanco pequefio Blanco pequefio

A: Blanco

mediano < .
GENOVEVA 2 1 1 B: Morado Blanco pequefio Blanco pequefio

grande

BELEN X 1 1 X Blanco pequefio Blanco pequefio
SALOME X 1 X X Amarillo grande X
ALFONCINA X 1 1 X Blanco pequefio Blanco pequefio
ESPANOLA X 1 1 X Blanco pequefio Blanco pequefio
LUS MARINA X 1 1 X Blanco pequefio Blanco pequefio
LLUVIA 1 1 1 Moradp Blanco pequefio Blanco pequefio

pequefio
SIN NOMBRE1 X 1 1 X Blanco pequefio Blanco pequefio
FORTACHONA X 1 X X Blanco pequefio X
SIN NOMBRE2 X 1 1 X Blanco pequefio Blanco pequefio
VAINILLA X 1 1 X Blanco pequefio Blanco pequefio
BITER X 1 X X Blanco pequefio X
TELMA X 1 1 X Blanco pequefio Blanco pequefio
MAR X 1 1 X Blanco pequefio Blanco pequefio
PERUANA X 1 1 X Blanco pequefio Blanco pequefio
PASCUALA X 1 1 X Blanco pequefio Blanco pequefio
AMELY X 2 X X A Morafio pequleﬁo X

B: Amarillo mediano

MARGARITA X 1 X X Blanco pequefio X




6. Resultado cultivo bacteriologico Fundo Otuzco

RESULTADOS A CULTIVO BACTERIOLOGICO

VACA cODIGO AGAR AGAR SANGRE / HEMOLISIS AGAR STAPYLOCOCO
McCONKEY RESULTADO
PLACA COLA COoLB coLcC
NOELIA NOE 1 X + B hemoaliticos X X +
MARCELA MAR 2 X + B hemoliticos X X +
MILAGROS MIL 3 X + B hemoliticos X X +
LULU LU 4 X + B hemoliticos X X +
MULATA MUL 5 + + B hemoliticos y hemoliticos X +
LIDIA LID6 X + B hemoaliticos X X +
EMILIA EMI 7 X + o hemoliticos X X +
NANCY NAN 8 + + y hemoliticos X X +
JULIA JUL9 X + o hemoliticos X X +
LUCIA LUCI10 X + B hemoliticos X X +
NEGRA NEL 11 X + y hemoliticos X X +
RUTH RU 12 X + B hemoliticos X X +
DALIA DALI 13 + + a hemoliticos B hemoliticos X +
ALEXA ALE 14 X + B hemoliticos X X +
BLANCA FLOR BF 15 X + a hemoliticos B hemoaliticos X +
MALENA MAL 16 X + B hemoliticos X X +
CALY CAL 17 X + a hemoliticos X X +
JENY JEN 18 X + y hemoliticos X X X
NORA NOR 19 X + a hemoliticos X X X
GREYCI GREY 20 X + a hemoliticos X X X



7. Resultado cultivo bacterioldgico Fundo CAE La Victoria

VACA

MELA
LENA
ARIANA
ROSA

ELA

OLGA
2130
FABI
FLOR
ANA
NURI
21422
21230
2151
2155
KARLY
CIELO
2246
NORA
MAJU

coDpIGO

MEL 1
LEN 2
ARI3
ROSS 4

EL5

OL6
2130
FAB 8
FLO9
ANA 10
NU11
21422
21230
2151
2155
CARLI 16
CIEL 17
2246
NOR 19
MAJO 20

RESULTADOS A CULTIVO BACTERIOLOGICO
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AGAR
McCONKEY

XIX|X|+ X[+ X[+ |X|X|X X|X|X|X| X |X X|X| X

RESULTADO
PLACA

X

+
+
+

+

+ 4+ |+ |+ o+

AGAR SANGRE / HEMOLISIS
COLA COoLB
y hemoliticos X
B hemoliticos X
B hemoliticos X
B hemoliticos X
Y hemoliticos a hemoliticos
B hemoliticos v hemoliticos
B hemoliticos a hemoliticos
B hemoliticos Y hemoliticos
B hemoliticos Y hemoliticos
B hemoliticos Y hemoliticos
B hemoliticos X
B hemoliticos Y hemoliticos
B hemoliticos Y hemoliticos
Y hemoliticos X
B hemoliticos Y hemoliticos
B hemoliticos X
v hemoliticos B hemoaliticos
B hemoliticos X
Y hemoliticos X

B hemoliticos

o hemoliticos

gama
hemoliticos
X

DX XXX XXX | XX | X | X|X|X

AGAR STAPYLOCOCO

+ |+ |+ |+

+

+ 4+ X+ |+ + o+



8. Resultado cultivo bacteriolégico Fundo Betania

VACA

FLOR
CHINA
6317
CELIA
6312

6325
KEIKO
MAYA
FLACA
JUANA
LOLA
DALIA
6319

6280
PRECIOSA
1063

6314
URSULA
DULCINEA
10601

coDpIGO

FLO1
CHI2
6317
CEL4
6312
6325
KEI7
MAY8
FLA9
JUA10
LO11
DAL12
6319
6280
PRE15
1063
6314
UR18
DUL19
10601

RESULTADOS A CULTIVO BACTERIOLOGICO
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AGAR
McCONKEY

MNIXI|IX[X|X|+ [ X|+ X[+ | X|+ |X|X|X X+ + XX

RESULTADO
PLACA

+

I i I S S S S S S e e S I I A o S S S

AGAR SANGRE / HEMOLISIS
COLA COoLB
B hemoaliticos X
Y hemolitico X
B hemoliticos Y hemolitico
v hemolitico v hemolitico
B hemoliticos X
a hemoliticos X
a hemoliticos B hemoliticos
B hemoliticos X
B hemoliticos v hemolitico
B hemoliticos X
B hemoliticos Y hemolitico
B hemoliticos X
B hemoliticos y hemolitico
B hemoliticos X
B hemoliticos Y hemolitico
B hemoliticos X
Y hemolitico B hemoaliticos
B hemoliticos X
B hemoliticos X

B hemoliticos

X

coLcC

>

DX XXX XX XXX XXX | XX | X|>x | X|X|X

AGAR STAPYLOCOCO

N+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]+ ]+ +]x|+



9. Resultado cultivo bacterioldgico Fundo Tartar

MILI
NIVIA
JULIA
JOVINA
JUANA
NINA
JAIRA
MARIA
EMILY
DINA
JELY
MARTA
FERIA
MIRIAM
NILA
213-2
218-14
217-10
213-1
MAR

VACA

coDpIGO

MIL1
NIV2
JU3
JOov4
JUAS
NI6
JAI7
MARS8
EMI9
DI10
JEL11
MAR12
FE13
MIR14
NI15
213-2
218-14
217-10
213-1
MAR20

RESULTADOS A CULTIVO BACTERIOLOGICO
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AGAR
McCONKEY

S| | | | | DX |+ |+ |+ [X|>X|+|+|+

RESULTADO
PLACA

+

I i I S S S S S S e e S I I A o S S S

AGAR SANGRE / HEMOLISIS
COLA COoLB
y hemolitico X
y hemolitico B hemoliticos
Y hemolitico y hemolitico
y hemolitico B hemoliticos
v hemolitico B hemoaliticos
Y hemolitico B hemoliticos
Y hemolitico B hemoliticos
a hemoliticos B hemoliticos
a hemoliticos B hemoliticos
o hemoliticos o hemoliticos
y hemolitico X
a hemoliticos X
B hemoliticos B hemoliticos
y hemolitico X
v hemolitico B hemoaliticos
Y hemolitico B hemoliticos
Y hemolitico Y hemolitico
v hemoliticlo v hemolitico
B hemoliticos X

v hemolitico

X

coLcC

>

DX XXX XX XXX XXX | XX | X|>x | X|X|X

AGAR STAPYLOCOCO

+ 4+ X+ ++ +



10. Resultado cultivo bacteriolégico Fundo La Victoria

RESULTADOS A CULTIVO BACTERIOLOGICO

VACA cODIGO AGAR Eane AGAR SANGRE / HEMOLISIS AGAR STAPYLOCOCO
McCONKEY PLACA COLA coLB coLcC
SAUCELINA SAU1 X + B hemoliticos X X +
921 921 X + B hemoliticos X X X
GENOVEVA GENO3 + + y hemoliticos X X +
BELEN BEL4 X + B hemoliticos X X +
SALOME SAL5 X + B hemoliticos B hemoliticos X X
ALFONCINA ALFO6 X + B hemoliticos X X +
ESPANOLA ESPA7 X + B hemoliticos X X +
LUS MARINA LM8 X + B hemoliticos X X +
LLUVIA LLU9 + + B hemoliticos Yy hemoliticos X +
SIN NOMBRE1 SIN1 X + B hemoliticos X X +
FORTACHONA FOR11 X + B hemoliticos X X X
SIN NOMBRE2 SIN2 X + B hemoliticos X X +
VAINILLA VAI13 X + o hemoliticos X X +
BITER BIT14 X + a hemoliticos B hemoliticos X X
TELMA TEL15 X + a hemoliticos B hemoliticos X +
MAR MAR16 X + B hemoliticos X X +
PERUANA PER17 X + B hemoliticos X X +
PASCUALA PAS18 X + B hemoliticos X X +
AMELY AME19 X + B hemoliticos X X +
MARGARITA MARG20 X + B hemoliticos X X X



99

ANEXO 3. Resultados de antibiograma

1. Resultados de antibiograma para Staphylococcus aureus

Antibidtico
N°
Tetraciclina | Penicilina | Estreptomicina | Neomicina Sulfa Enrofloxacina | Lincomicina

1 Sensible Sensible Resistente Sensible Sensible Sensible Sensible
2 Intermedio | Resistente Sensible Sensible Sensible Resistente Sensible
3 Resistente | Resistente Sensible Resistente | Intermedio Intermedio Sensible
4 Intermedio | Resistente Sensible Sensible | Intermedio Sensible Sensible
5 Sensible Resistente Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible
6 Sensible Intermedio Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible
7 | Intermedio | Resistente Intermedio Sensible Sensible Sensible Sensible
8 Sensible Resistente Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible
9 | Intermedio | Resistente Intermedio Sensible Sensible Intermedio Sensible
10 Sensible Resistente Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible
11 Sensible Resistente Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible
12 | Intermedio | Resistente Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible
13 Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible Intermedio Sensible
14 Sensible Resistente Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible
15 Sensible Intermedio Sensible Sensible | Intermedio Sensible Resistente
16 Sensible Intermedio Sensible Sensible Sensible Resistente Sensible
17 Sensible Intermedio Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible
18 Sensible Resistente Intermedio Sensible Sensible Sensible Sensible
19 | Resistente | Resistente Sensible Sensible | Resistente Sensible Sensible
20 Sensible Resistente Sensible Intermedio | Resistente Sensible Sensible
21 | Intermedio | Resistente Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible
22 Sensible Resistente Sensible Sensible | Intermedio Sensible Sensible
23 Sensible Resistente Sensible Sensible | Resistente Sensible Sensible
24 Sensible Resistente Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible
25 Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible
26 Sensible Resistente Sensible Intermedio | Sensible Sensible Sensible
27 Sensible Resistente Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible
28 | Resistente | Resistente Sensible Sensible | Intermedio Sensible Sensible
29 Sensible Intermedio Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible
30 @ Intermedio | Resistente Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible
31 Sensible Resistente Intermedio Sensible | Intermedio Sensible Sensible
32 Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible
33 Sensible Intermedio Sensible Sensible | Intermedio Sensible Sensible
34 Sensible Resistente Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible
35 Sensible Resistente Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible

36 Sensible Intermedio Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible



37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80

Intermedio
Sensible
Sensible
Sensible

Intermedio
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible

Intermedio

Intermedio
Sensible
Sensible

Intermedio
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible

Intermedio
Sensible

Resistente
Sensible
Sensible

Resistente
Sensible
Sensible

Intermedio
Sensible

Resistente
Sensible

Intermedio
Sensible

Intermedio
Sensible

Resistente
Sensible

Intermedio

Resistente
Sensible
Sensible
Sensible

Intermedio
Sensible

Sensible

Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Sensible
Intermedio
Resistente
Resistente
Intermedio
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Sensible
Intermedio
Resistente
Resistente
Resistente
Sensible
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Intermedio
Intermedio
Intermedio
Resistente
Resistente
Resistente
Intermedio
Resistente
Resistente
Resistente
Intermedio
Intermedio

Resistente

Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Intermedio
Sensible
Resistente
Sensible
Sensible
Sensible
Resistente
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Resistente
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Resistente
Sensible
Sensible
Intermedio

Sensible

Sensible
Intermedio
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible

Sensible

Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
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81 Sensible Resistente Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible
82 Sensible Resistente Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible
83 Sensible Resistente Resistente Sensible Sensible Sensible Sensible
84 Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible
85 Sensible Intermedio Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible
86 Sensible Intermedio Resistente Sensible | Resistente Sensible Sensible
g7 | Resistente | Resistente Intermedio Sensible Sensible Sensible Sensible
88 Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible
89 Sensible Resistente Sensible Sensible Sensible Intermedio Sensible

2. Resultados de antibiograma para Streptococcus agalactiae

Antibiético
N°
Tetraciclina | Penicilina | Estreptomicina | Neomicina Sulfa Enrofloxacina | Lincomicina

1 Resistente Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible
2 Sensible Intermedio Sensible Sensible | Intermedio Sensible Sensible
3 Resistente Sensible Intermedio Sensible Sensible Sensible Sensible
4 Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible
5 Intermedio Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible
6 Sensible Sensible Sensible Intermedio | Sensible Sensible Sensible
7 Intermedio Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible
8 Intermedio Sensible Intermedio Sensible Sensible Sensible Sensible
9 Resistente Sensible Sensible Sensible | Intermedio Sensible Sensible
10 Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible
11 Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible
12 Sensible Sensible Sensible Sensible | Resistente Sensible Sensible
13 | Intermedio Sensible Sensible Sensible Sensible Intermedio Sensible
14 | Resistente Sensible Sensible Sensible | Intermedio Sensible Intermedio
15 | Resistente Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible
16 Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible Intermedio Sensible
17 | Intermedio Sensible Resistente Sensible | Resistente Sensible Sensible
18 Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible
19 | Intermedio Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible Intermedio
20 | Resistente Sensible Sensible Sensible Sensible Resistente Sensible
21 Sensible Sensible Sensible Sensible | Intermedio Sensible Sensible
22 Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible Intermedio Sensible
23 Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible

24 Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible
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3. Resultados de antibiograma para Escherichia coli

Antibiético
N°
Tetraciclina | Penicilina | Estreptomicina | Neomicina Sulfa Enrofloxacina | Lincomicina

1 Resistente | Resistente Sensible Sensible Sensible Resistente Resistente
2 Sensible Sensible Sensible Sensible Intermedio Intermedio Resistente
3 Resistente | Resistente Sensible Intermedio Sensible Sensible Resistente
4 Intermedio Sensible Resistente Sensible Intermedio Intermedio Resistente
5 Intermedio | Resistente Sensible Sensible Sensible Sensible Resistente
6 Sensible Resistente Sensible Sensible Sensible Sensible Resistente
7 Sensible Resistente Intermedio Sensible Sensible Sensible Resistente
8 Intermedio | Resistente Sensible Resistente | Intermedio Sensible Resistente
9 Resistente | Intermedio Intermedio Sensible Resistente Sensible Resistente
10 Sensible Intermedio Sensible Sensible Sensible Sensible Resistente
11 Sensible Resistente Resistente Sensible Resistente Sensible Resistente
12 Sensible Resistente Sensible Sensible Sensible Sensible Resistente
13 Sensible Resistente Sensible Sensible Sensible Sensible Resistente
14 Sensible Intermedio Sensible Sensible Sensible Resistente Resistente

4. Resultados de antibiograma para Staphylococcus epidermis

Antibiético
N°
Tetraciclina | Penicilina | Estreptomicina | Neomicina Sulfa Enrofloxacina | Lincomicina

1 Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible
2 Sensible Resistente Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible
3 Sensible Resistente Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible
4 Sensible Intermedio Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible
5 Intermedio | Resistente Intermedio Sensible Sensible Sensible Sensible
6 Sensible Resistente Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible
7 Sensible Resistente Sensible Sensible Sensible Intermedio Sensible
8 Sensible Intermedio Sensible Intermedio | Resistente Sensible Sensible
9 Intermedio | Intermedio Resistente Sensible Sensible Sensible Intermedio
10 Sensible Resistente Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible
11 | Resistente Sensible Sensible Sensible Intermedio Sensible Sensible



5. Resultados de antibiograma para Enterobacter cloacae
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Antibiético
N°
Tetraciclina | Penicilina | Estreptomicina | Neomicina Sulfa Enrofloxacina | Lincomicina
1 Resistente | Resistente Resistente Sensible Sensible Sensible Resistente
2 Sensible Resistente Sensible Intermedio | Intermedio Intermedio Resistente
3 Resistente | Resistente Sensible Sensible Sensible Sensible Resistente
4 Intermedio | Resistente Sensible Sensible Sensible Sensible Resistente
5 Sensible Resistente Sensible Sensible Intermedio Sensible Resistente
6 Sensible Resistente Intermedio Sensible Sensible Resistente Resistente
7 Intermedio | Resistente Sensible Sensible Sensible Sensible Resistente
8 Resistente | Resistente Sensible Sensible Resistente Sensible Resistente
6. Resultados de antibiograma para Klebsiella oxytoca
Antibidtico
N°
Tetraciclina | Penicilina | Estreptomicina | Neomicina Sulfa Enrofloxacina | Lincomicina
1 Sensible Resistente Sensible Sensible Sensible Sensible Resistente
2 Intermedio | Resistente Sensible Sensible Sensible Sensible Resistente
3 Resistente | Resistente Intermedio Sensible Intermedio Intermedio Resistente
4 Sensible Resistente Sensible Sensible Sensible Sensible Resistente
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ANEXO 4. Material fotografico

R -

Figura 2. Realizacion de la prueba de CMT.

Il

Figura 3. Muestras de leche con inéculo para siembra en placas.
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Figura 5. Crecimiento bacteriano en medios de cultivo.
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Figura 6. Extraccion de colonias bacterianas para viales.

Figura 7. Hisopado de muestras en agar base para antibiograma.
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Figura 9. Extraccion de muestras de ADN para calidad.



108

i

Figura 10. Muestras de ADN para PCR y proceso de PCR.
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Figura 11. Identificacion de muestras de PCR para electroforesis.
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Figura 12. Procedimiento de electroforesis y colocacion d

e muestras con gel en
fotodocumentador.
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Figura 13. Resultado de electroforesis y muestras para secuenciamiento.



