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RESUMEN

La mastitis bovina es una patologia de consideracion en la produccion lactea, por su
prevalencia, recurrencia y pérdidas econdémicas, siendo por ende una de las
enfermedades de mayor importancia en un hato lechero. En tal sentido se disefio
el presente estudio con el objetivo de identificar los agentes patdgenos que
generan la mastitis clinica y subclinica en hatos Brown Swiss de produccion lactea
ubicados en Melgar, Puno, Peru. Se realizo6 un estudio transversal en 171 vacas en
lactacion, empleandose la prueba de CMT para el diagnostico de mastitis
subclinicay la prueba de fondo negro para la mastitis clinica. Se tomaron muestras
de leche de vacas con mastitis clinica y subclinica (2+ y 3+); para la identificacion
de los patdgenos se realiz6 cultivos, microscopia, pruebas bioquimicas y para la
resistencia antimicrobiana se determind por el método de Kirby-Bauer. La
frecuencia de mastitis subclinica fue de 42.1% (72 vacas con 55 cepas) y de
mastitis clinica 2.92% (5 vacas con 8 cepas). La frecuencia de los patdégenos
identificados en mastitis subclinica fueron de Staphylococcus aureus 52.7%,
Staphylococcus  intermedius  23.6%,  Staphylococcus hyicus  12.7%,
Staphylococcus sp. 7.3% y Streptococcus uberis 3.6%; y en mastitis clinica fue
de S. aureus 50%, S. intermedius 25%y S. hyicus 25%. El antibiograma determin6
una resistencia antimicrobiana para neomicina de 32.3 %, penicilina g de 17.1%,
oxitetraciclina de 25.3%, cefalexina de 7%, amoxicilina con &cido clavulanico de
4.4%, ceftriaxona de 10.1%, enrofloxacina de 0.6%, ceftiofur de 1.9% vy
ceftazidima de 1.3 %, no hubo resistencia con gentamicina, florfenicol,
sulfatrimetropim y estreptomicina. El analisis de datos se realiz6 utilizando
estadistica descriptiva, en Microsoft Excel 2019 y EpiTools epidemiological
calculators. S. aureus, S. intermedius y S. hyicus fueron los principales patégenos
en mastitis clinica y subclinica bovina, con alta frecuencia y resistencia
antimicrobiana. La sensibilidad in vitro a neomicina, oxitetraciclina y penicilina
g fue ineficiente, mientras gentamicina, florfenicol, sulfatrimetropim vy

estreptomicina resultaron efectivos.

PALABRAS CLAVE:
Mastitis, resistencia antimicrobiana, identificacion bacteriana, Staphylococcus, vacas.
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ABSTRACT

Bovine mastitis is a major pathology in dairy production, due to its prevalence, recurrence

and economic losses, and is therefore one of the most important diseases in a dairy
herd. In this sense, the present study was designed with the objective of
identifying the pathogens that generate clinical and subclinical mastitis in Brown
Swiss dairy herds located in Melgar, Puno, Peru. A cross-sectional study was
conducted in 171 lactating cows, using the CMT test for the diagnosis of
subclinical mastitis and the black background test for clinical mastitis. Milk
samples were taken from cows with clinical and subclinical mastitis (2+ and 3+);
For the identification of pathogens, cultures, microscopy, biochemical tests were
performed, and for antimicrobial resistance, it was determined by the Kirby-Bauer
method. The frequency of subclinical mastitis was 42.1% (72 cows with 55
strains) and clinical mastitis was 2.92% (5 cows with 8 strains). The frequency of
pathogens identified in subclinical mastitis was Staphylococcus aureus 52.7%,
Staphylococcus  intermedius  23.6%,  Staphylococcus hyicus  12.7%,
Staphylococcus sp. 7.3% and Streptococcus uberis 3.6%; and in clinical mastitis
it was S. aureus 50%, S. intermedius 25% and S. hyicus 25%. The antimicrobial
susceptibility test determined an antimicrobial resistance for neomycin of 32.3%,
penicillin g of 17.1%, oxytetracycline of 25.3%, cephalexin of 7%, amoxicillin
with clavulanic acid of 4.4%, ceftriaxone of 10.1%, enrofloxacin of 0.6%,
ceftiofur of 1.9% and ceftazidime of 1.3%, there was no resistance with
gentamicin, florfenicol, sulfatrimetropim and streptomycin. Data analysis was
performed using descriptive statistics, Microsoft Excel 2019 and EpiTools
epidemiological calculators. S. aureus, S. intermedius and S. hyicus were the main
pathogens in clinical and subclinical bovine mastitis, with high frequency and
antimicrobial resistance. In vitro sensitivity to neomycin, oxytetracycline and
penicillin g was inefficient, while gentamicin, florfenicol, sulfatrimetropim and

streptomycin were effective.

KEYWORDS:
Mastitis, antimicrobial resistance, bacterial identification, Staphylococcus, cows.
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INTRODUCCION

La mastitis en ganado bovino es una de las patologias de mayor consideracion en la
produccion lactea por su prevalencia, recurrencia y pérdidas econémicas que trae consigo,
a causa de la disminucion de produccion lactea, el incremento de farmacoterapia, descarte
de vacas temprano y sanciones por la elevada cuenta de células somaticas (Wellenberg et

al., 2002).

Se trata de una reaccion inflamatoria y/o infecciosa de las glandulas mamarias como
respuesta a un traumatismo o presencia de noxas infecciosas que lograron ingresar a la
ubre (Calder6n y Rodriguez, 2008). Es de origen multifactorial y la susceptibilidad de los
animales puede depender entre otros factores de la cantidad de partos por vaca (Harmon,
1994), etapa de lactacion (De Haas et al., 2002), distribucion y dimension de los recintos,
higiene durante el ordefio (Schreiner y Ruegg, 2003), la tecnologia de la maquina de
ordefio (Ortiz y Vera, 2006; Velasquez y Vega, 2012) y factores ambientales como la

estacion del afio durante la produccion (Skrypeck et al., 2004; Green et al., 2006).

La inflamacion del cuarto o glandula mamaria a causa de esta enfermedad inicia cuando
agentes patgenos externos, como las bacterias principalmente, superan la primera linea
de defensa, el esfinter mamario, ingresan por el pezon y se multiplican dentro de una
glandula mamaria. Dentro de la ubre, la segunda linea de defensa son los leucocitos
quienes combaten la infeccion incrementando su concentracion en la leche, asi invaden
los conductos alveolares llegando a dafar las células encargadas de secretar la leche, que
mezclados con minerales y factores de coagulacion circulan en la zona infectada. Esta

leche “cortada” o coagulada cierra los conductos generando la apoptosis de las células
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secretoras si no es tratada a tiempo, siendo el alveolo reemplazado por tejido conectivo y
cicatricial reduciendo asi su tamafio como ultima linea de defensa para controlar la
infeccion; en este sentido, la mayor consecuencia de la mastitis es reducir de manera

permanente la produccion lactea del individuo (Sordillo, 2018).

Existen dos tipos de mastitis; la clinica, se caracteriza por presentar signos clinicos como
tumefaccion, rubor y calor en la ubre, apariencia anormal de la leche (variacién del color
y textura), anorexia, letargo y postracion; y, la mastitis subclinica, quién se distingue por
la ausencia tanto de signos clinicos como también de alteraciones fisicas en la leche, pero
presenta una elevada cuenta de células somaticas (Bedolla et al., 2007), por lo que es

necesario el uso de pruebas para su diagndstico.

El diagndstico de la mastitis clinica puede ser evaluada con la prueba de fondo negro
durante la rutina de ordefio al realizar el despunte de la leche sobre una superficie de
fondo negro que puede ser una cubeta, taza o una Strip cup, que permita visualizar los
“coagulos, hilos y/o escamas” del material fibroso o acuoso de la secrecion, ademas de

contrastar el color de la leche si se presentara amarillento o rojizo (Bedolla et al., 2007).

Una prueba frecuentemente empleada en el diagnostico de la mastitis subclinica es el Test
de Mastitis de California (CMT); este consiste en la valoracion de células somaticas de
forma indirecta, interpretadas de acuerdo al grado de gelificacion de la leche,
caracteristica fisica empleada para asignar una valoracion cualitativa en nimero de cruces
(+), puesto que cuanto mayor sea la gelificacion mas alta sera la concentracion de células
somaticas en la leche y por ende mayor el nimero de cruces asignado (Saran y Chaffer,

2000; Gomez- Quispe et al., 2015).
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El reactivo del CMT, detergente lauril sulfato de sodio o sulfonato de aquilbenceno, al
contactar con los leucocitos rompen su pared liberando el ADN, en consecuencia, se
forma un cmulo de restos celulares que muestran un aspecto viscoso, estableciendo la
relacion entre cantidad estimada de células somaticas y gelificacion (Saran y Chaffer,
2000; Gomez- Quispe et al., 2015). Es una prueba de fécil interpretacion que puede ser

realizada incluso por los propios ganaderos y como medida de control sanitario en el hato.

En la region andina peruana, una de las principales actividades econémicas es la crianza
de ganado bovino para la produccién de leche; en estos hatos es también la mastitis un
problema de salud preocupante ya que provoca una pérdida de cantidad y calidad en la
leche producida. Actualmente, las publicaciones al respecto son escasas, dificultando la
elaboracion de programas y proyectos de control para contrarrestar la mastitis,
(Santivafiez-Ballon et al., 2013), tal como se observa en centros de produccion Peruano
Andinos (Moriano, 2020), donde los estudios publicados sobre la identificacion de
patdgenos causantes de la mastitis, particularmente en la cuenca lechera de Puno son

limitados.

Puno es una de las regiones mas representativas de produccion lechera del sur peruano,
la mayor cantidad de medianos y pequefios productores estan distribuidos en esta region,
segun el ultimo Censo Nacional Agropecuario (CENAGRO), (MINAGRI, 2017). La
provincia de Melgar, denominada la capital ganadera del Peru (Ley °30031, 2012),
ubicada en Puno, se caracteriza por la crianza de ganado Brown Swiss que es una raza
con mejor adaptacion a la altura y baja presion atmosférica. Asimismo, esta provincia
pionera en la crianza de ganado Brown Swiss cuenta con la Asociacién de Criadores de

Ganado Registrado (ASCRIGAR), una de la mas sélidas y mejor organizadas
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asociaciones de ganaderos del Perd, esta organizacion sin fines de lucro agrupa a un
importante nimero de ganaderos criadores de ganado Brown Swiss registrado, y por su
nivel de organizacion fue mas viable la invitacidn y participacion en el estudio de un gran
namero de ganaderos, hecho que favorecio la obtencion de los resultados de esta
investigacion. A su vez, los resultados obtenidos en el presente trabajo y las visitas que

se realizaron a cada hato aportaron indirectamente en la mejora del manejo ganadero.

A pesar de que la region Puno, es una de las regiones con la mayor poblacion de ganado
Brown Swiss, son escasas las publicaciones tanto de manejo productivo y reproductivo
asociadas a esta raza y region (Mamani, 2014; Paqui, 2011; Pinazo, 1986). La data
disponible en la actualidad es antigua y sefiala una prevalencia de mastitis subclinica de
61.7% en Puno, en Juliaca 65% (Escobedo, 1998) y en Melgar de 33.64% (Condori,
2017), y en sus distritos como Cupi y Umachiri se determind una prevalencia de 40.4%

(Mamani, 2014) y 33.64% (Condori, 2017) respectivamente.

Respecto a los patdgenos mas frecuentes en mastitis bovina, S. aureus, es el de mayor
importancia debido a su grado de patogenicidad. Sin embargo, investigaciones en
diferentes paises reportan a estafilococos diferentes a S. aureus, como los Estafilococos
Coagulasa Positivo (ECP) con 4.04% vy Estafilococos Coagulasa Negativo (ECN) con
11.75% de prevalencia (Calderdén y Rodriguez, 2008). Estos estudios muestran una
oportunidad en la investigacion de estos patogenos “emergentes” diferentes a S. aureus,
tanto de ECP como de ECN (Pyo6réld y Taponen, 2009; El-Jakee et al., 2013; Bjork et al.,
2014; Hosseinzadeh; Dastmalchi, 2014; Schukken et al., 2009), dado que se esta

ampliando la investigacion al respecto, es posible observar incongruencias en los
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resultados reportados entre diferentes autores; pero todos ellos remarcan la importancia

que tienen los ECP y ECN como agentes etiologicos.

En cuanto a la terapéutica, hoy en dia el mal uso y abuso de los tratamientos antibidticos
esta produciendo la resistencia antimicrobiana (Garcia, 2012), esto genera que la
enfermedad agrave y pueda llegar a causar la muerte de los pacientes (Garcia, 2012), en
cuanto a la ganaderia al no respetarse el periodo de retiro farmacoldgico, se promueve la
resistencia antimicrobiana en los consumidores, los seres humanos (FAO, 2022), es por
eso que identificar los patdgenos bacterianos méas frecuentes y de resistencia antibidtica
aislados en vacas con mastitis contribuye a atenuar esta problematica, asi como
contribuye con la informacién generada e invita a realizar estudios similares
periddicamente para que se pueda evidenciar como varia la resistencia antimicrobiana

conforme los ganaderos instauren un manejo adecuado en la produccion lechera.

Por todo lo anteriormente sefialado, se disefid el presente estudio con el objetivo de
identificar los principales patégenos bacterianos causantes de la mastitis clinica y
subclinica en vacas Brown Swiss, y dentro de ello determinar el perfil de susceptibilidad
antimicrobiana de los patégenos aislados, y la frecuencia de mastitis clinica y subclinica
en vacunos Brown Swiss de establos lecheros manejados al pastoreo en Melgar — Puno.
A su vez se pudo recolectar informacion sobre las actividades y caracteristicas de la rutina

de ordefio, las cuales fueron tomadas durante la visita a los establos.
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MATERIALES Y METODO

1. Lugar de estudio. —

En el presente estudio la toma de muestra se ejecutd en la provincia de Melgar del
departamento de Puno, en los distritos de Ayaviri, Macari y Cupi entre el 26 y 28 de
septiembre del 2022. El analisis de muestras se realiz6 en el Laboratorio de Nutricidn
Animal e Inocuidad Alimentaria en Veterinaria de la Facultad de Medicina Veterinaria 'y
Zootecnia (FAVEZ) de la Universidad Peruana Cayetano Heredia, ubicado en el distrito
de San Martin de Porres, en el departamento de Lima. Las muestras fueron transportadas
de Puno a Lima via terrestre, antes de las 72 horas de tomadas las muestras. El estudio se
realiz6 con la participacion de criadores de vacunos Brown Swiss adscritos a la

Asociacion de Criadores de Ganado Registrado (ASCRIGAR) ubicada en Melgar, Puno.

2. Disefno de estudio. —

El estudio fue observacional transversal analitico, ya que las pruebas diagndsticas se
realizaron a todas las vacas de los hatos que fueron elegidos al azar; el investigador no
gjercié influencia sobre las variables puesto que la infeccidn por mastitis se debi6 dar por
causas naturales y/o manejo del ganadero. Las pruebas de diagnostico y la toma de
muestras solo se realizaron en una ocasion y se evaluaron tres variables de interés, la
identificacion de agentes patogenos, el perfil de susceptibilidad antibioticay la frecuencia

de mastitis clinica y subclinica en establos lecheros.
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3. Poblacion objetivo y tamafio de muestra. —

En el estudio se incluyeron 171 vacas en lactacion de raza Brown Swiss pertenecientes a
14 establos, el numero de animales por establo oscil6 entre 5 a 22 vacas, con una media
de 12 animales por establo. Se analizo al total de animales pertenecientes a cada uno de

los 14 establos, el nUmero de muestras por cada establo se puede revisar en el Anexo 4.

4. Criterios de inclusion y exclusion. -

En el estudio se incluyeron vacas de la raza Brown Swiss en etapa de lactacion con una
alimentacidn al pastoreo, ubicadas en establos de la provincia de Melgar, cuyos ganaderos
hayan firmado el consentimiento informado. El factor de exclusion fue animales que
tuvieron tratamiento antimicrobiano en los Gltimos 30 dias, o lactoinduccion, dado que

no hubo animales con esas caracteristicas, no se excluyd ninguna vaca.

5. Recoleccion de data. —

Se recolectd informacidn de cada establo sobre las caracteristicas de la rutina de ordefio,

maquina de ordefio, sala de ordefio, y se registro el resultado de CMT y fondo negro de

cada animal.

a. Ficha de datos. —

La ficha de datos se llend durante la rutina de ordefio mientras se realizaba la prueba de

fondo negro y CMT, el detalle de la ficha y datos tomados figuran en el Anexo 9.
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6. Diagnostico de mastitis. —

El diagndstico de la mastitis clinica y subclinica, la toma de muestras y la recoleccion de
datos del establo se realizaron simultdneamente a la rutina de ordefio. Se analizaron
aproximadamente 6 hatos por dia (tres por la mafiana y tres por la tarde) dependientes de

su cercania geografica dando un total de 14 establos.

a. Diagndstico de mastitis clinica. -

Se realizé a través de la prueba de fondo negro a todas las vacas incluidas en el estudio al
momento de realizar el despunte en la rutina de ordefio. Brevemente, se empled una taza
de fondo negro sobre la cual se dejo caer los dos primeros chorros de leche
(aproximadamente 2.5 ml de leche) para evaluar las caracteristicas fisicas de leche como
el color, la viscosidad, presencia de grumos, coagulos y secreciones fibrosas (Bedolla et
al., 2007). Al realizar esta prueba no se modifico el método de higiene ni la rutina de

ordefio del establo.

b. Diagnostico de mastitis subclinica. -

Se realiz6 a través de la prueba de CMT a todas las vacas en etapa de produccién que
resultaron negativas a la prueba de fondo negro, tampoco se realizaron modificaciones a
la rutina de ordefio o los métodos de higiene empleados hasta ese momento. La prueba de
CMT se realiz6 después de la higiene de la ubre, despunte y evaluacion de fondo negro
(Roesch et al., 2007). La prueba de CMT se realiz6 siguiendo las indicaciones del

fabricante del reactivo CMT que se utiliz6 (Mastitest ® CMT, Agrovetmarket, Per(). Los
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resultados de la prueba se clasificaron de acuerdo con lo reportado por Fernandez et al.
(2012) y Roesch et al., (2007) en cero (negativo), trazas (viscosidad reversible), una cruz

(ligeramente espeso), dos cruces (gel) y tres cruces (grumo muy viscoso), (Anexo 1).

7. Recoleccion de muestras. -

Se tomaron muestras de leche de vacas con mastitis clinica y de vacas con mastitis
subclinica que presentaron resultados iguales 0 mayores a dos cruces (2+) en el CMT,

(GOmez-Quispe, 2015).

La toma de muestra se inicio con la limpieza de los pezones y secado con papel toalla, a
continuacion, la punta del pezon fue desinfectada firmemente con una gasa embebida en

alcohol al 70%, una por cada pezén, y se utilizaron guantes descartables por cada vaca.

En la toma de muestra, por cada vaca con mastitis se colectd la leche de todos sus cuartos
mamarios, es decir que no se considerd el numero de cuartos infectados por vaca, sino
solo el diagndstico final de mastitis, por ello, se tomaron aproximadamente 3.75ml de
leche de cada cuarto, y estas se mezclaron un solo tubo cénico estéril de 15 ml.
Posteriormente, cada tubo conico fue hisopado, para trasladar la muestra a un tubo de
transporte con medio Stuart, estos tubos se reservaron en un cooler con gel pack que
permitié mantener la temperatura a 7°C +/- 3°C para ser enviados al laboratorio antes de
las 72 horas post colecta, por esta razon, los establos fueron agrupados segun su cercania

geografica.
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El procedimiento de la toma de muestra, transporte y tipo de medio de transporte sé

validaron en un piloto previo al inicio del presente estudio por la tesista.

Procesamiento de muestra. -

a. ldentificacidon de agentes patdgenos. —

En primera instancia para el aislamiento de cepas, la primera siembra de los hisopos con
medio Stuart se realiz6 en placas divididas con agar sangre (Himedia, India) y agar Mac
Conkey (Himedia, India), mediante la técnica de “agotamiento”, estas placas se incubaron
por 24 - 48 horas a 37° C de temperatura en atmdésfera aerobia y se repitio el proceso para

cada muestra.

Transcurrido el periodo de la incubacion, se realizo la evaluacion macroscopica de las

colonias para su diferenciacion en color, morfologia y hemolisis.

A continuacion, se procedio con la evaluacion microscépica, para ello se realizo la
tincién Gram a fin de definir la morfologia celular, distribucion (en racimos, cadenas u
otros) y determinar la organizacién del peptidoglicano de la pared celular, asi se
observaron teflidas de color morado las positivas y de color rosado las negativas.

Simultaneamente de acuerdo con su morfologia se distinguid entre cocos, bacilos, etc.

En la siguiente fase se realizé la prueba de catalasa para diferenciar los estafilococos y

micrococos catalasa positivos de los estreptococos y enterococos que son catalasa



13 de 71

negativos, ésta prueba detecta la presencia de enzimas del citocromo — ¢ — oxidasa, donde

los positivos presentan burbujas y los negativos su ausencia.

A las cepas sospechosas de estafilococos o micrococos se les realiz6 la prueba de
sensibilidad a la bacitracina (disco 0.04 unidades) donde los estafilococos son resistentes
y los micrococos sensibles con un halo igual o0 mayor a 10mm, de este resultado a los
estafilococos hallados se les realiz6 una resiembra en agar manitol, para diferenciar a los
S. aureus de otros estafilococos, ya que este tiene la peculiaridad de fermentar el manitol
salado formando colonias amarillas y presentar un halo dorado a las 24 horas de
incubacion. También se les realizd la prueba de acetoina 0 Voges — Proskauer para
diferenciar las especies de S. aureus acetoina positiva de otros estafilococos,
analogamente al grupo de cepas negativas a la prueba de manitol y acetoina, se les realizo
la prueba de sensibilidad a la polimixina b, donde los S. intermedius son sensibles y los
S. hyicus resistentes (también se usé esta prueba para corroborar los sospechosos a S.
aureus ya que estos resultan ser resistentes al antibiotico) de acuerdo a las caracteristicas

fenotipicas de los estafilococos definidas por Procop (2017).

Finalmente se realizo la prueba de coagulasa a todos los estafilococos para determinar la

patogenicidad de las cepas.

Simultdneamente al grupo de cocos gran positivos sospechosos a estreptococos y
enterococos, se les realiz6 la prueba de bilis esculina para diferenciar los estreptococos
que son bilis esculina negativos (a excepcién del grupo D) de los enterococos y
estreptococos del grupo D que son bilis esculina positivos, para resolver la excepcién del

Grupo D de los estreptococos, se realizd la prueba de tolerancia a la sal donde se usé
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caldo BHI con CINa al 6.5%, donde los enterococos resultan positivos y los estreptococos

del grupo D son negativos (S. bovis y S. equinus).

Por otro lado, a los estreptococos que resultaron bilis esculina negativos se les realizé la
prueba de manitol donde resultan positivos (si fermentan el manitol salado y forman
colonias) los S. uberis y S. parauberis a diferencia de los S. agalactiae, S. dysgalactiae,
S. equiy S. pyogenes que resultan negativos. Finalmente, para los patégenos con identidad

sospechosa no confirmada se realizo la prueba de APl 20 — STREP.

El algoritmo de las pruebas de identificacion mencionadas se encuentra en el Anexo 2,
las cuales fueron revisadas del libro de “Diagnostico Microbiologico” de Procop (2017).
Las cepas controles que se utilizaron para las pruebas fueron ATCC 29213 S. aureus y

ATCC 25922 E. coli, que fueron control positivo y negativo segln la prueba a contrastar.

b. Antibiograma. -

Previamente al antibiograma, se realizé una resiembra de todas las cepas identificadas en
agar TSA para obtener cepas en fase exponencial de 24 horas, para evitar alteraciones en

los resultados del antibiograma.

Los antibiogramas se realizaron por el método de Kirby Bauer (Procop, 2017), en placas
con 20ml de agar Muller Hinton (Himedia, India) que hayan pasado la prueba de calidad.
Por otro lado, de las placas resembradas en agar TSA, se extrajo una colonia y se
homogeneizé en 2 ml de agua destilada en un tubo de ensayo, con ayuda de un
espectrofotometro se llevo a una turbidez de 0.5 en la escala de McFarland, con longitud

de onda de 600 nm y densidad Optica de 0.08 a 0.12 UA (Unidad de Absorbancia) y se
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realizé la conversion con la tabla de Mcfarland a 1,5x10"8 UFC/ml, a continuacion, cerca
al mechero, se embebi6 un hisopo estéril en la solucion del tubo de ensayo para proceder
arealizar la siembra en césped sobre el agar Mller-Hinton y procedio a colocar los discos
antibidticos de ceftriaxona (30 ug), neomicina (30ug), ceftiofur (30 ug), ceftazidima (30
ug), amoxicilina (20 ug) con &cido clavulanico (10 ug), gentamicina (30 ug), penicilina g
(10 U), enrofloxacina (5 ug), oxitetraciclina (30 ug), estreptomicina (10 ug),
sulfatrimetropin (25 ug), cefalexina (30ug) y florfenicol (30ug), se dispuso de dos placas
Petri para evitar la superposicion de los halos al momento de medir e interpretar la
sensibilidad al antibiotico. Finalmente, se dejaron en la incubadora por 18 horas a 36°C

en atmasfera aerobia y este procedimiento se repitio para cada una de las cepas.

Transcurrido ese lapso se verifico que la bacteria haya crecido homogéneamente en toda
la placa sin contaminacion, y se procedié a medir los halos de inhibicién de crecimiento
en unidades de milimetros “mm”. Por otro lado, la validacion de calidad de los discos
antibioticos se realiz6 con la cepa control ATCC 25922 Escherichia coli de acuerdo a la

“Zona de diametro para el control de calidad” del VETOLS (CLSI, 2023).

Posteriormente, para la interpretacion de la resistencia antibiotica de las cepas de campo
se utilizaron los puntos de corte en la zona de didmetro del halo, establecido en el
VETO01S, VET04, VET06, M100 y el EUCAST (CLSI, 2020; EUCAST; 2023), se puede
visualizar un resumen en el Anexo 3. Finalmente, de esta manera se determind si la

bacteria es resistente, intermedia o susceptible a cada antibiotico.
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8. Plan de analisis de datos. -

El andlisis de datos se realizé utilizando estadistica descriptiva, en Microsoft Excel 2019
donde la variable independiente fue la identificacion de agentes patdgenos y las variables
dependientes fueron el perfil de susceptibilidad antibidtica y la frecuencia de mastitis
clinica y subclinica en establos lecheros. El calculo de la frecuencia de mastitis clinica y
subclinica se realiz6 aplicando la siguiente formula (Garcia- Sanchez, 2018):

Frecuencia = (NUmero de animales positivos / Nimero de animales muestreados) x 100

9. Consideraciones éticas. —

El proyecto fue sometido al Comité Institucional de Etica para el uso de Animales de la
UPCH de quién se obtuvo su aprobacion y constancia 034 -07-22, con ndmero de
inscripcion 207933 del SIDISI. La presente investigacion no presenté conflicto de
intereses entre sus participantes y solo se realiz6 en establos cuyos ganaderos aceptaron
participar firmando el consentimiento informado. Los ganaderos recibieron el reporte de
resultados inmediatos de las pruebas de fondo negro y CMT; vy al finalizar las pruebas de

laboratorio también recibieron un reporte de antibiograma de las muestras de su hato.

10. Financiamiento. —

Este estudio fue financiado parcialmente por el proyecto “Informacion gendémica de

ganado vacuno bajo diferentes condiciones climaticas del Pert”.
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RESULTADOS

1. Resultados de la prueba de CMT en una poblacion de 166 vacas en produccion.

El estudio incluyd 171 animales en total, de los cuales 5 resultaron positivos a la prueba
de fondo negro para mastitis clinica y los 166 restantes pasaron a la prueba de CMT para
el diagnostico de mastitis subclinica si lo tuvieran. En la figura 1, se puede observar los
porcentajes obtenidos para cada una de las calificaciones resultantes de la prueba de
CMT en las 166 vacas que en primera instancia resultaron negativas a la prueba de fondo
negro. Se encontro que el 43.4% (72/166) tuvieron una calificacién en la prueba de CMT
igual o mayor a una cruz y la mayor frecuencia se observo en la calificacion de dos cruces

con 24.7 % (41/166). (Figura 1)

FIGURA 1. Frecuencia (%) de las calificaciones de la prueba de CMT de vacas en

produccion lactea en Melgar, Puno.

n = 166 vacas en produccion
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2. Principales patogenos bacterianos causantes de la mastitis subclinica en

vacas Brown Swiss en establos de Melgar, Puno

En el estudio fueron incluidas 14 ganaderias de crianza de vacunos Brown Swiss para
produccién lechera, en las que se evalud el total de las vacas en lactacion existentes en
cada una de las mismas, haciendo un total de 171 vacas en lactacion. En 12 de las 14
ganaderias que fueron visitadas se encontraron en total 72 casos de mastitis subclinica
(16 vacas con 1cruz, 41 vacas con 2 cruces y 15 vacas con 3 cruces), valorada a través de
la prueba de CMT, definiendo una frecuencia de mastitis subclinica de 42.1% (72/171)
en Melgar, Puno. Se tomaron muestras de todas las vacas con una calificacion igual o
mayor a 2 cruces en la prueba de CMT (56 vacas); sin embargo, al momento de realizar
el cultivo no se observo crecimiento bacteriano en 12 muestras y si hubo crecimiento en
los 44 restantes, las cuales luego de realizar el cultivo microbioldgico dieron origen a 55
cepas donde S. aureus, S. intermedius y S. hyicus fueron los mas frecuentes. S. aureus se
presentd en 11 de los 12 establos que presentaron mastitis subclinica, mientras que en 3
establos fue el Unico agente causal. A su vez S. intermedius se aislé en 8 establos y S.

hyicus en 6 establos. (Tabla 1)
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TABLA 1. Frecuencia (%) de patégenos bacterianos de mastitis subclinica en vacas

Brown Swiss segun los establos muestreados en Melgar, Puno. (n° = 55 cepas)

PATOGENOS BACTERIANOS CAUSANTES DE MASTITIS
SUBCLINICA

ESTABLOS TODTéA‘L

MUESTREADOS* CEPAS
Staphylococcus Staphylococcus Staphylococcus Staphylococcus Streptococcus
aureus intermedius hyicus sp. uberis

Establo 2 5 - - - - 5
Establo 3 3 4 1 1 - 9
Establo 4 S 1 1 - - 7
Establo 5 2 - - - - 2
Establo 6 3 2 - - - 5
Establo 7 1 2 - - - 3
Establo 9 1 - - - - 1
Establo 10 2 1 1 - - 4
Establo 11 - 1 - - - 1
Establo 12 1 1 1 2 - 5
Establo 13 2 - 2 - - 4
Establo 14 4 1 1 1 2 9
Total (cepas) 29 13 7 4 2 55
% 52.7% 23.6% 12.7% 7.3% 3.6% 100%

*Establos 1y 8 no presentaron casos de mastitis subclinica.
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3. Principales patdgenos bacterianos causantes de mastitis clinica en vacas

Brown Swiss en establos de Melgar, Puno

Los casos de mastitis clinica se diagnosticaron a través de la prueba de fondo negro, se
llegaron a encontrar en total 5 casos de mastitis clinica en 4 de los 14 establos, definiendo
una frecuencia de mastitis clinica de 2.9% (5/171), la leche de las 5 vacas fue muestreada
y luego de realizar el cultivo microbioldgico se pudieron apreciar 8 cepas, donde S.
aureus fue el mas frecuente. Por otro lado, S. aureus se aisl6 en 3 de los 4 establos con
mastitis clinica, mientras que solo en un establo se reportd la presencia de S. aureus, S.

intermedius y S. hyicus en simultaneo. (Tabla 2)

TABLA 2. Frecuencia (%) de patdgenos bacterianos de mastitis clinica en vacas

Brown Swiss segun los establos muestreados en Melgar, Puno. (n = 8 cepas)

PATOGENOS BACTERIANOS CAUSANTES DE MASTITIS

CLIiNICA TOTAL
ESTABLOS DE
MUESTREADOS* CEPAS
Staphylococcus Staphylococcus Staphylococcus
aureus intermedius hyicus
Establo 3 - 1 - 1
Establo 4 1 1 1 3
Establo 12 2 - 1 3
Establo 14 1 - - 1
Total (Cepas) 4 2 2 8
% 50 25 25 100%

*Establos 1, 2, 5, 6, 7, 8,9, 10, 11 y 13 no presentaron casos de mastitis clinica.
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4. Estafilococos Coagulasa Positiva (ECP) y Estafilococos Coagulasa Negativa

(ECN) en aislados de S. aureus, S. intermedius y S. hyicus

Los aislados de S. aureus, S. intermedius y S. hyicus, fueron 57 cepas en total (49 de
mastitis subclinica y 8 de mastitis clinica), estas se clasificaron segun su resultado a la

prueba de coagulasa. Donde resalto S. intermedius con la mayor frecuencia de ECN.

TABLA 3. Estafilococos Coagulasa Positiva (%) y Estafilococos Coagulasa Negativa
(%) en aislados de mastitis bovina (n = 57)

PRUEBA DE COAGULASA
CEPAS ECPe ECN?
N° % N° %
Staphylococcus aureus (n=33) 29 88 4 12
Staphylococcus intermedius (n=15) 5 33 10 67
Staphylococcus hyicus (n =9) 6 67 3 33
TOTAL 40 70 17 30

@ Estafilococos Coagulasa Positiva

’Estafilococos Coagulasa Negativa
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5. Perfil de susceptibilidad antimicrobiana de los aislados

En los antibiogramas realizados a las 63 cepas en total de mastitis clinica (8 cepas) y
subclinica (55 cepas), se observo que tres de los once antibidticos evaluados fueron los
que tuvieron las mayores tasas de resistencia, estos fueron, la neomicina con 32.3%, la
oxitetraciclina con 25.3% y la penicilina g con el 17.1% de resistencia, y no se observo
resistencia para la gentamicina, florfenicol, sulfatrimetropin y estreptomicina, Tabla 4.
Un mayor detalle de los test de resistencia antimicrobiana figura en la tabla 5 para

mastitis subclinica y en la tabla 6 para mastitis clinica.
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TABLA 4. Resistencia antibiotica (%) de S. aureus, S. intermedius. S. hyicus. Staphylococcus sp. y S. uberis de mastitis clinica y subclinica

bovina (N = 63 cepas)

CEPAS

RESISTENCIA
S. aureus S. intermedius S. hyicus Staphylococcus sp. S. uberis GENERAL
ANTIBIOTICOS
15 N=9 N=4 N=2 R
n % n % n % n % n % n %
Neomicina 27 38 10 25.6 9 34.6 4 30.8 1 111 51 32.3
Penicilina g 12 16.9 8 20.5 4 154 1 1.7 2 22.2 27 17.1
Oxitetraciclina 16 225 14 35.9 5 19.2 3 231 2 22.2 40 25.3
Cefalexina 2 2.8 4 10.3 2 7.7 2 154 1 111 11 7
Amoxicilina + Ac. 2 2.8 . . 2 7.7 1 7.7 2 22.2 7 4.4
Clavulanico
Ceftriaxona 9 12.7 2 5.1 3 115 1 1.7 1 111 16 10.1
Enrofloxacina 1 1.4 - - - - - - - 1 0.6
Ceftiofur 1 1.4 - - 1 3.8 1 1.7 - - 3 19
Gentamicina - - - - - - - - - - - -
Florfenicol - - - - - - - - - - - -
Ceftazidima 1 1.4 1 2.6 - - - - - - 2 13
Sulfatrimetropim - - - - - - - - - - - -
Estreptomicina - - - - - - - - - - - -
TOTAL 71 100 39 100 26 100 13 100 9 100 158 100

*N: Total del nimero de cepas aisladas; **n: nimero de cepas resistentes a un antibiético; TOTAL: NUmero de resistencias encontradas de todos los antibi6ticos.
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CEPAS RESISTENCIA RESPECTO

aNTiEiOTIcos | S-aureus ("N=29)  S.intermedius (N=13)  S.hyicus (N=7)  Staphylococcus sp. (N=4) . uberis (N=2) AL ANTIBIOTICO

R | S R I S R | S R | R S R | S
N % n % n % n % n % n % n % n % n % n % n % n % n % n % n % n % n % n %
Neomicina 24 41 1 5 4 1 8 24 - - 5 4 7 30 - - - - 4 31 - - - 11 -1 6 44 32 1 3 10 2
Penicilina g 9 15 - - 20 7 7 22 - - 6 5 4 17 - - 3 5 1 8 - - 3 8 2 22 - - - 23 17 - - 32 6
Oxitetraciclina 2 20 9 41 8 3 12 36 - - 1 1 4 17 2 40 1 2 3 23 - - 1 3 2 22 - - - - 33 24 11 32 11 2
Cefalexina i 2 - - 28 9 3 9 - - 10 8 2 9 - - 5 8 2155 - - 2 511--16 9 7 - - 4 8
Amoxicilina+Ac* 1 2 - - 28 9 - - - - 13 10 2 9 - - 5 8 1 8 - - 3 8 22 - - - - 6 4 - - 49 9
Ceftriaxona 9 15 1 5 19 6 2 6 - - 11 8 3 1312 3 5 1 8 - - 3 8 111 - -1 6 16 12 2 6 37 7
Enrofloxacina 1 2 1 5 22 9 - - - - 13310 - - - - 7 11 - - - - 4 11 - - - - 2 12 1 1 1 3 53 10
Ceftiofur i 2 2 9 26 9 - - 233 1 8 1 4 - - 6 101 8 - - 3 8 - - - - 2 12 3 2 4 12 48 9
Gentamicina - -2 9 2 9 - - 117 12 9 - - - - 7 11 - - - - 4 1 - - - - 2 12 - - 3 9 52 10
Florfenicol - -2 9 2 9 - - 117 12 9 - - - - 7 11 - - - - 4 1 - - - - 2 12 - - 3 9 52 10
Ceftazidima 1 2 3 14 2 8 1 3 117 11 8 - - 2 40 5 8 - - - - 4 1 - - - - 2 12 2 1 6 18 47 9
Sulfatrimetropim - - - 29 10 - - 117 12 9 - - - - 7 11 - - 11003 8 - - - - 2 12 - - 2 6 53 10
Estreptomicina - - 15 28 9 - - - - 13 10 - - - - 7 11 - - - - 4 112 - - - - 2 12 - - 1 3 54 10
TOTAL 59 100 22 100 296 100 33 100 © 100 130 100 23 100 5 100 63 100 13 100 1 100 38 100 9 100 - - 17 100 137 100 34 100 544 100

*N: Total del nimero de cepas aisladas; **n: nimero de cepas resistentes a un antibiético; TOTAL: Numero de resistencias encontradas de todos los antibi6ticos.
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CEPAS RESISTENCIA RESPECTO
S. aureus (N=4) S. intermedius (N=2) S. hyicus (N=2) AL ANTIBIOTICO
ANTIBIOTICOS
| S R | S R | S R | S
n % n %9 n % n % n % n % % n % n %9 n % n % n %
Neomicina 3 25 - - 1 2 3 - - - - 2 67 - - - - 7 333 - -1
Penicilina g 3 25 - - 1 1117 - - 1 5 - - - - 2 10 4 19 - - 4 5
Oxitetraciclina 4 3 - - - - 233 - - - - 13315 - - 7 3312 - -
Cefalexina 1 - - 3 117 - - 1 5 - - - - 2 10 2 10 - - 6
Amoxicilina + Ac. Clavulanico 1 - - 3 - - --2110- - - - 210015 - - 7
Ceftriaxona - - - - 4 11 - - - -2 10 - - - - 2 10 - - - - 8 10
Enrofloxacina - - - - 411 - - --210- - - - 210 - - - - 810
Ceftiofur - - - - 411 - - - - 210 - - 15 1 5 - - 125 7
Gentamicina - - 1503 8 - - - -2110- - - - 210 - - 125 7
Florfenicol - - - -4 1- - - -2 10 - - - - 210 - - - - 8 10
Ceftazidima - - 15,0 3 8 - - - -2 10 - - - - 2 10 - - 1 25 7 9
Sulfatrimetropim - - - - 4 1- - --210-- - - 210 - - - - 8 10
Estreptomicina - - - -4 11 - - - -210 - - - - 210 - - - - 8 10
TOTAL 12 100 2 100 38 100 6 100 - - 20 100 3 100 2 100 21 100 21 100 4 100 79 100

*N: Total del ndmero de cepas aisladas; **n: ndmero de cepas resistentes a un antibiético; TOTAL: Numero de resistencias encontradas de todos los antibi6ticos.
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6. Actividades durante la rutia de ordefio en los 14 establos del estudio.

De manera adicional se observaron algunas caracteristicas del manejo y las instalaciones
durante la rutina ordefio, donde las actividades mas frecuentes fueron el uso de una toalla
comunal, es decir una toalla para limpiar los pezones de todas las vacas en produccion,
en el 100% de los establos, y el no uso del presellador ni el sellador en el 92% y 78.6%
de los establos respectivamente, entre otras practicas que se muestran a continuacion.

(Tabla7)
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TABLA 7. Frecuencia de actividades (%) en la rutina de ordefio que se observaron

en 14 establos lecheros en Melgar, Puno.

ACTIVIDADES EN LA RUTINA DE ORDENO N %

Tipo de sala de ordefio

Provisional 6 429
Fija 4 28.6
No tiene 4 28.6

Ingreso de animales a sala de ordefio
Sin orden (indistinto por N° de parto o salud) 14 100.0
En orden - -

Uso de presellador
No 13 92.9
Si 1 7.1

Uso de toalla comunal
Si 14 100
No - -

Enjuagan la toalla
Si 8 57.1
No 6 429

Secan el pezén
No 8 57.1
Si 6 429

Realizan despunte
Si 7 50.0
No 7 50.0

Uso de sellador
No 11 78.6
Si 3 21.4
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DISCUSION

En el presente estudio se evidencio6 una frecuencia de mastitis subclinica de 42.1%, acorde
a otros estudios como el de Mamani (2014) realizado en Puno con una prevalencia de
40.4% en la provincia de Cupi y 47% en la provincia de Melgar (Sanchez, 2021), estudios
que sefialan su alta prevalencia probablemente por efecto de una alta presencia de
patdgenos contagiosos como lo es S. aureus, asociado a una mala praxis en la rutina de

ordefio.

En cuanto a mastitis clinica se encontré una frecuencia de 2.9 %, la cual fue mucho menor
a lo reportado por otros autores, tal como Armenteros et al., (2017), quién encontr6 un
12.1%, esto puede deberse a que en el presente estudio no se encontraron otros patégenos
ambientales aparte de S. uberis, quien es una bacteria que induce principalmente la

mastitis clinica bovina (Bedolla et al., 2007).

Si bien la mastitis bovina puede ser causada tanto por patdgenos ambientales como E.
coli, Klepsiella spp., Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis y Enterococcus
spp. también puede ser causada por patégenos contagiosos como S. aureus,
Streptococcus agalactiae, Corynebacterium spp. y Micoplasma spp. (Bedolla et al.,
2007), en este estudio no se encontraron otras especies de patdgenos ambientales

probablemente debido al tipo de ganaderia extensiva que se maneja en Melgar, Puno.

De acuerdo con el contexto del estudio, es importante sefialar que se estudiaron hatos
ubicados a 4 000 m.s.n.m. criados al pastoreo, es decir en campo abierto, en este tipo de

crianza extensiva no existe el hacinamiento puesto que los animales se alimentan
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pastando en pradera y la dindmica consiste en trasladarlas de un campo a otro conforme
se van terminando el forraje. Por lo que la contaminacion de los pezones a causa del
contacto con excretas es inferior a la de una crianza intensiva, esto podria disminuir la
frecuencia de infecciones de mastitis por patégenos ambientales, es posible que por ello

no se encontraron varias de estas especies en este estudio.

En cuanto a la mastitis subclinica, la alta frecuencia que se encontrd puede deberse a
algunas préacticas de manejo y salud inadecuadas durante la rutina de ordefio que se

observaron durante la visita a los hatos lecheros, Tabla 7, que se explicara lineas abajo.

Respecto a la patogenicidad de los estafilococos encontrados, S aureus, S. intermedius y
S. hyicus presentaron resultados de ECN y ECP en el test de coagulasa, Tabla 3. Cabe
resaltar que las pruebas de identificacion que se realizaron en este estudio fue a nivel
fenotipico, por tanto; permitieron aproximar la identificacion de los estafilococos como
el S. aureus a través de diferentes pruebas como la tincién gram, catalasa, prueba de
acetoina, cultivo en agar manitol, resistencia a la bacitracina y polimixina B, Anexo 2
(Procop, 2017), y se recomienda realizar pruebas confirmatorias de identificacion a nivel
molecular como PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa), (Zadoks,2009), acorde a
lo sefialado por otros autores que identificaron S. aureus coagulasa negativo en sus

aislados (Vandenesch et al., 1993; Akineden et al., 2010; Shahmohammadi et al, 2019).

El interés de diferenciar los estafilococos como ECP y ECN es para determinar su
patogenicidad. Es importante sefialar esta caracteristica debido a que los negativos por lo
general se consideran “menos patdgenos”; sin embargo, reportes actuales los indican

como potenciales patdgenos. Mientras los positivos presentan un comportamiento
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coagulante que los hace mas agresivos, este es un factor de virulencia enzimatico del S.
aureus como mecanismo de defensa frente a las células fagociticas del hospedero, ya que
como la enzima coagulasa promueve la conversion de fibrindgeno a fibrina, los patdgenos

se cubren de esta fibrina dificultando su fagocitosis y opsonizacion (Procop, 2017).

En cuanto a S. aureus, se encontraron ECP y ECN en una misma muestra, este fendmeno
se encontrd en 2 casos, uno de mastitis clinica y el otro en mastitis subclinica, por lo que
su presencia seria indiferente en el tipo de presentacion de la mastitis. Procop (2017)
menciona que los S. aureus con factor de caogulacion negativa pertenecen a los S. aureus

subespecie anaerobius.

Respecto a S. intermedius, por el comportamiento coagulasa variable que mostrd en este
estudio, se puede considerar que desarrollan infecciones menos severas y mastitis
subclinica mayormente. Sin embargo, también tuvo una alta frecuencia en mastitis
clinica, por lo que nos hace pensar que los responsables de estas infecciones serian los S.
intermedius CP, puesto que son considerados ECP segun la literatura (Procop, 2017).
Cabe considerar que Procop (2017) reporta de origen canino a los S. intermedius, pero no
se menciona sobre S. intermedius aislados de mastitis bovina. Por lo que podriamos
plantear hipotéticamente las provenientes de mastitis bovina tienen una caracteristica

coagulasa variable, mas acorde a los resultados de este estudio.

Ha razon de que se observo la presencia de cepas ECN en S. aureus, S. intermedius y S.
hyicus, se recomienda utilizar el test de coagulasa para determinar la patogenicidad de los
estafilococos mas no como una prueba de identificacion, ya que el comportamiento

coagulante de estas bacterias fue variable, y sus resultados tienen mayor relevancia en el
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desarrollo de su patogenia. Cabe destacar que S. hyicus es reportado como coagulasa
variable de acuerdo con Procop (2017). Sin embargo, diferentes autores lo reportan en

sus estudios o bien como ECP o ECN.

En cuanto a su patogenia, no estd claramente definida, diferentes autores reportan a los
ECN como oportunistas (Bonifaz y Conlago, 2016), o parte de la flora microbiana
(Calderdn, y Rodriguez, 2008), que esta hasta cierto punto ha sido la realidad de estos
patogenos ya que se han clasificado como “patégenos menores” por distintos autores
(Trujilloetal., 2010), 0 mas cerca a la actualidad, como patdgenos emergentes en mastitis
bovina (Pyorala y Taponen, 2009; Bjork et al., 2014; El-Jakee et al., 2013; Hosseinzadeh

y Dastmalchi, 2014).

Por lo que acorde a todos estos autores y el presente estudio, se puede plantear que, en
cuanto a su comportamiento patégeno de los ECN, pueden persistir en la glandula
mamaria pese a su origen como parte de la flora epitelial de la ubre, y por esta razén
incrementarian el recuento de células somaticas en la leche. Consecuentemente, por su
comportamiento oportunista probablemente aprovechen infecciones por S. aureus, para
incrementar su poblacion, manteniendo las infecciones de mastitis en una presentacion
subclinica, debido a que invaden el nicho de los S. aureus impidiendo su sobrepoblacién,
es decir, mantiene un equilibrio poblacional bacteriano lo cual evita que las infecciones
por S. aureus lleguen a ser mas agresivas y muestren signos clinicos. En tal sentido, S.
hyicus y los ECN se muestran como flora bacteriana en la piel de la ubre e infecciosos en
la glandula mamaria, se puede estimar que dependientes de la presencia de S. aureus. Sin
embargo, en este estudio se encontraron casos con Unicamente S. intermedius tanto para

mastitis clinica y subclinica, por lo que su presentacion seria independiente de S. aureus
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0 mas persistente. Otros autores sefialan que algunos ECN y S. aureus compiten por el
mismo nicho y nutrientes, y por esta razon los ECN estarian inhibiendo la virulencia de
los S. aureus para reducir su poblacién (Chin et al., 2021) estos ECN podrian estar
generando una linea de defensa contra patégenos mas agresivos como lo es S. aureus
(Bier et al., 2021) asi como también otros autores sefialan que las caracteristicas
patégenas de los S. aureus como sus factores de virulencia y regulacion pueden influir en

los ECN al convivir en un mismo nicho (Grazul et al., 2023).

En cuanto a la persistencia de los ECN, puede deberse al peculiar mecanismo de formar
una biopelicula que les permite adherirse a superficies metalicas, maquinas de ordefio y
las manos del ordefiador, esta caracteristica les estaria facilitando persistir y propagarse
(El-Jakee, 2013) entre fomites y animales, desarrollando un comportamiento de patégeno

contagioso de la mastitis bovina (Thorberg, 2000; Thorberg, 2009).

Estas hipotesis podrian ser inquietudes para que futuras investigaciones revelen cual es el
verdadero comportamiento patdgeno de estos agentes y como lo menciona Bjork, podria
variar de acuerdo con cada especie patdgena (Bjork et al., 2014). Ademas, que su
presencia a nivel mundial es reportada por diferentes autores (Roberson et al., 1994;
Osteras et al., 1999; Ramirez et al., 2001; Rodriguez 2006; Tenhagen et al., 2006),
quienes muestran que los patdgenos menores tienen mayor prevalencia que S. aureus y

otros patdgenos mayores, acorde a nuestro estudio.

En este estudio se identificd una alta frecuencia de S. intermedius y S. hyicus, bacterias
poco frecuentemente aisladas en reportes peruanos de mastitis bovina sino mas bien en

infecciones pidgenas caninas en el caso de S. intermedius (Cox et al, 1984, Medleau et



33de 71

al., 1986; Noble et al., 1992) e infecciones cutaneas (dermatitis exudativa) en produccién
porcina en el caso de S. hyicus. Si bien estos patdgenos tienen una mayor relevancia en
enfermedades de otras especies, en este estudio, se mostrara que tienen una mayor

presencia en la mastitis bovina de lo que se ha considerado hasta el momento en Perd.

Respecto a la frecuencia de agentes patogenos aislados en mastitis clinica, en este
estudio fue de S. aureus 50%, S. hyicus 25% y S. intermedius 25% (Tabla 2), estos
hallazgos son similares a estudios pasados como actuales, al respecto, Roberson et al.,
(1996), en su estudio de prevalencia de ECP diferentes a S. aureus en mastitis bovina,
aislo 487 cepas, de las cuales reportd que el 82.1% fueron S. aureus, 17.7% S. hyicus y
0.2% fueron S. intermedius (Roberson et al., 1996), comparado con nuestros resultados
podemos ver que la frecuencia de S. aureus ha ido disminuyendo y simultdneamente se
ha incrementado la frecuencia de S. hyicus y S. intermedius, sobre todo este Gltimo, que
en contraste a lo que Roberson (1996) concluyd en ese entonces, mencionando que S.
intermedius no parece ser un patdégeno de mastitis importante, debido a su baja
prevalencia, estudios mas actuales como el de Ramirez et al., (2018) realizado en
Colombia, report6 a S. intermedius con 5.8% de prevalencia y S. aureus con 5.1% de
prevalencia en mastitis clinica de un estudio de 138 cultivos, Ramirez (2018) evidencid
que S. intermedius incluso tiene una mayor prevalencia que S. aureus por lo que su

importancia en mastitis clinica bovina ahora es de mayor relevancia.

En cuanto a S. hyicus, también fue identificado en varios estudios extranjeros de mastitis
bovina, Watts y Owens (1989) en USA, reportaron una frecuencia del 11% de S. hyicus
en 1948 cuartos de 487 animales con mastitis bovina, en su estudio se considero a S.

hyicus como ECN, y concluyé que S. hyicus es el estafilococo predominante de los
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coagulasa negativa en mastitis bovina (Watts, 1989). Por otro lado, estudios mas actuales
como el de Sampimon et al., (2009) en Paises bajos, Holanda, report6 a S. hyicus y otras
13 especies de ECN, en su estudio se considero6 a S. hyicus como ECN, donde tuvo una
frecuencia de 1.9% en 4220 cuartos mamarios (Sampimon et al., 2009), Sampimon
menciona en contraste a Watts que la predominancia de S. hyicus puede deberse a
métodos errdneos y porque S. chromogenes todavia se identificaba como S. hyicus en esa
época, sin embargo, estudios més actuales como el de Birhanu (2017) y Bhandari (2021),
en mastitis subclinica, reportan a S. hyicus como uno de los principales patdgenos en

mastitis bovina (Birhanu, 2017; Bhandari, 2021).

Como se puede evidenciar, la prevalencia tanto de S. intermedius como de S. hyicus se ha
ido incrementando con el tiempo, en diferentes paises. Los reportes donde identificaron
los Staphylococcus diferentes a S. aureus nos muestran este fendmeno, que si bien antes
fueron considerados “menores” o parte de la flora, hoy en dia son patdgenos causales de
la mastitis bovina, actualizando lo que Roberson en 1996 concluy6 que “S. hyicus inducen
las infecciones intramamarias cronicas de bajo grado y S. intermedius no parece ser un
patégeno de mastitis importante” en el presente estudio y de acuerdo con los autores
mencionados, S. hyicus y S. intermedius, son patégenos importantes causantes de la

mastitis clinica bovina.

Respecto a la frecuencia de agentes patdgenos aislados en mastitis subclinica, en este
estudio fue de 52.7% de Staphylococcus aureus, el 23.6% de Staphylococcus intermedius,
el 12.7% de Staphylococcus hyicus, 7.3% de Staphylococcus sp. y el 3.6% de
Streptococcus uberis (Tabla 1). Estos son patdgenos esperados en mastitis bovina, de

acuerdo con diferentes reportes, como el de Hodges et al., (1984) realizado en Nueva
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Zelanda, identifico 900 especies de estafilococos de muestras de leche bovina de mastitis
clinica y subclinica, donde del grupo de ECP, 810 especies fueron S. aureus y 21 fueron

S. intermedius y de los 65 que resultaron ECN, 20 fueron S. hyicus (Hodges et al., 1984).

Estudios mas actuales contintan reportando a estos patdgenos en mastitis subclinica,
como el que realizd Birhanu et al., (2017) en Africa, Etiopia, donde reporté una alta
prevalencia de S. aureus con 44,95%, S. intermedius con 22%, S. hyicus con 9,2% de un
total de 262 vacas (Birhanu, et al., 2017), los porcentajes del presente estudio resultaron
muy similares y en la misma progresion, a diferencia del estudio de Pedrozo et al., (2021),
realizado en Paraguay, quien reporté una prevalencia de 2.5% de S. intermedius y 2.5%
de S. hyicus, de un total de 286 cepas, en su estudio consider6 a ambos como ECP
(Pedrozo, et al., 2021), este estudio determind una menor prevalencia en comparacién a
nuestro estudio y el de Birhanu et al., (2017); sin embargo, son patégenos que estan

presentes como agentes causales de la mastitis bovina que se han mantenido en el tiempo.

Estudios como el de Hodges et al., (1984) contribuyen al seguimiento de la evolucion de
la patogenicidad y prevalencia de estos microorganismos. Bhandari et al., (2017),
menciona que, si bien los agentes causantes de la mastitis subclinica varian entre paises
y estudios, los patdgenos comunmente aislados fueron S. aureus, S. intermedius y S.

hyicus, entre otros (Bhandari et al., 2021).

En cuanto a S. intermedius, ya se ha reportado en paises latinos. En Cuba, Insua et al.,
(2020) reporté como uno de los patdgenos mas frecuentes en mastitis bovina subclinica
a S. aureus con 15.8% y a S. intermedius con una prevalencia de 1.8% en un estudio de

311 vacas, mucho menor comparado al presente estudio. En su estudio también se
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determiné una prevalencia de 9.3% de ECN (Insua et al., 2020), dentro de estos ECN
podria encontrarse S. hyicus. Como este, diferentes estudios agrupan sus aislados en ECP
y ECN sin llegar a identificarlos hasta especie (Sivadon et al., 2004), esto puede generar
un vacio en la investigacion ya que se le da mayor importancia al reporte de S. aureus
(Heikens et al., 2005), por su predominancia en generar mastitis bovina, y el resto de los
estafilococos se reportan como Staphylococcus spp. donde posiblemente se encuentren S.
intermedius y S. hyicus. Como lo demuestra el estudio de Calderén (2008) en Colombia
quien reporté ECP diferentes a S. aureus con una prevalencia de 4.04% y ECN con
11.75% (Calderdén y Rodriguez, 2008) y afios posteriores los mismos autores reportaron

la prevalencia de S. intermedius y S. hyicus en mastitis bovina (Calderon et al., 2011).

Diferentes estudios corroboran la oportunidad de investigacion en el género Estafilococos
causantes de mastitis, por ejemplo, en Cuba se reporté una prevalencia de S. aureus de
19.2%, Staphylococcus sp. 7%, ECN 5.7% en 142 animales, en un estudio de prevalencia
de mastitis clinica y subclinica (Armenteros et al., 2017). Otro estudio, reporté como los
patdgenos mas frecuentes para mastitis clinica y subclinica bovina a los ECN con 24.2%
de prevalencia en un tamafio de muestra de 383 vacas, donde también menciona que hasta
el momento en Cuba no se habia reportado la preponderancia de estos patégenos sobre S.
aureus quien tuvo 11.8% (Ruiz et al., 2012). En Colombia se reportaron resultados
similares, donde los ECN tuvieron una prevalencia de 14.6% mientras que S. aureus un

13% en una poblacion de 112 vacas (Ramirez et al., 2001).

Estos estudios revelan una alta prevalencia de S. intermedius, S. hyicus y los ECN, que
de acuerdo al presente estudio y los autores mencionados son agentes patdgenos de

importancia en la mastitis subclinica bovina que han pasado desapercibidos en la etiqueta
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de “Staphylococcus spp.” por lo que su frecuencia ha ido ascendiendo y hoy merecen una
mayor atencion (Sol, 2002) para definir su patogenia, prevalencia y resistencia

antimicrobiana.

En cuanto a S. uberis, en este estudio se encontrd una frecuencia de 3.6%. Este es un
agente causal comUn de mastitis bovina, sin embargo, es de importancia reportar que su
prevalencia ha ido en aumento a lo largo del tiempo (Stempler, 2022). En Colombia se
reportd una prevalencia de 5.74% de S. uberis en un total de 2854 vacas, también
reportaron a S. aureus con 29.09% (Calderon y Rodriguez, 2008), resultados similares a
nuestro estudio, otro estudio del autor de afios posteriores, reporté 3.6% de prevalencia
de S. uberis en un estudio de 1065 vacas, acorde también al presente estudio, sin embargo,
aisld S. aureus con 87.56%, S. intermedius con 1.23% y S. hyicus con 0.3 %, en vacas de
doble proposito (Calderon et al., 2011), esta frecuencia de los S. intermedius y S. hyicus
respecto a S. uberis discrepan notablemente con el presente estudio ya que aqui se
encontré una mayor frecuencia de estos estafilococos sobre los S. uberis. Sin embargo,
otro estudio en Colombia realizado a 290 vacas reportd una frecuencia de 1.9% de S.
uberis, 8.3% de S. intermedius y 10.3% de S. aureus con (Trujillo et al., 2010), notamos
que la frecuencia de S. uberis es menor comparado a S. intermedius y S. aureus, en
concordancia a nuestros resultados. Similarmente, en otro estudio en Colombia, se reportd
una prevalencia de 2.33% de S. uberis, 3.11 % de S. intermedius y 2.72% de S. aureus,
(Ramirez et al., 2018), concordamos que los estafilococos tienen una mayor prevalencia
que los estreptococos, sin embargo, en cuanto a las proporciones individuales no

coincidimos.
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Por otro lado, en cuando a la resistencia antibidtica, la eleccion de los antibidticos y sus
concentraciones fueron en base a los diferentes estudios de resistencia antimicrobiana de
mastitis bovina reportados en distintos paises, la Critically Important Antimicrobials List
- CIA List (OMS, 2019) de donde se consideraron los antibioticos de uso en animales de
produccion como tratamiento de la mastitis bovina, la “Norma Sanitaria que establece los
limites maximos de residuos (LMR) de medicamentos veterinarios en alimentos de
consumo humano” de donde se consideraron los antibioticos recomendados para ganado
bovino que tuvieran como via de eliminacion la leche (MINSA, 2016) y los antibidticos
recomendados por la “Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)” para mastitis
bovina (CLSI, 2020), también se tomo en cuenta los antibidticos para mastitis bovina

disponibles en el mercado peruano (Andresen, 2001).

Con ese panorama se realizo el presente estudio y la resistencia antimicrobiana que se
encontrd respecto al total de aislados entre mastitis clinica y subclinica fue la siguiente
(Tabla 4), uno de los antibioéticos con mayor resistencia fue la neomicina con un 32.3%
de resistencia, un estudio similar en Cuba report6 un 97% de resistencia a este antibidtico
0 3% de sensibilidad segun su estudio (Armenteros et al., 2017). Para la oxitetraciclina
encontramos una alta resistencia de 25.3%, resultados similares a otros estudios donde se
reporté un 28.5% de resistencia, en Colombia (Cruz et al., 2007), en otros paises
reportaron una mayor resistencia como en Cuba de 40% (Armenteros et al., 2017) y en
India de 52.78% (Akhoon et al., 2012). El tercer antibidtico con mayor resistencia
respecto al total de cepas que hallamos fue la penicilina g, con 17.1% de resistencia,
estudios de diferentes paises reportaron incluso una mayor resistencia, tal como se reporto
en Colombia con el 42% (Cruz et al., 2007) y en Cuba el 97% (Armenteros et al., 2017).

En este estudio las cepas de S. aureus presentaron una resistencia de 16.9% a este
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antibiotico, similar a otros estudios (cave recalcar que en estos estudios no indicaron que
tipo de penicilina usaron), en Venezuela un 12.4% (Valero-Leal, 2010), en Argentina un
22.2% (Pellegrino et al., 2011), en Colombia 38.8% (Ramirez et al., 2018), otro estudio
en Argentina 48,4% (Russi et al., 2008) y en Pert 52% (Quispe et al., 2021). Vemos
respecto a los reportes que la penicilina en general tiene una resistencia variable frente a
S. aureus de 12.4% a 52%, un comportamiento a considerar en los tratamientos con este
antibidtico. Respecto a S. intermedius encontramos una resistencia de 20.5%, resistencia
mayor a la de S. aureus, siendo ambos ECP; otro estudio en Colombia, incluso report6
una mayor resistencia, 74.3% de resistencia a la penicilina para S. intermedius. En cuanto
a S. uberis encontramos una resistencia de 22.2% en este estudio, acorde a otro reporte
de 25.9% de resistencia para S. uberis (Ramirez et al., 2018), y otro estudio también en

Colombia report6 un 63.1% de resistencia para Streptococcus spp. (Cruz et al., 2007).

Para la ceftriaxona se encontré una resistencia de 10.1% en general, en cuanto a S.
aureus se evidencid una resistencia de 12.7%, sin embargo, otro estudio realizado en

Turquia report6 una resistencia del 100% o 0% de susceptibilidad (Kurt et al., 2021).

Para la cefalexina encontramos una resistencia en general de 7%, bastante baja
comparado a otros estudios que reportaron una resistencia de 42.3% en Cuba (Ruiz et al.,
2012), 46% en Colombia (Cruz et al., 2007) y 55% en Cuba (Armenteros et al., 2017).
Respecto a S. aureus encontramos una resistencia del 2.8%, otro estudio de Peru realizado
en Ayacucho reporté inclusive una resistencia del 0% (Quispe et al., 2021), sin embargo,
en Colombia reportaron un 18.7% de resistencia para esta cepa (Ramirez et al., 2018),
mostrando una resistencia variable segin los reportes. En cuanto a S. intermerdius,

encontramos una resistencia del 10.3%, mucho mayor a la resistencia encontrada en S.
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aureus, en Colombia incluso reportaron una resistencia de 25.7% para S. intermedius, en
ese estudio la resistencia de S. intermedius también fue mayor a la de S. aureus (Ramirez
et al., 2018). Respecto a S. uberis fue de 11.1% de resistencia, otro estudio report6 una

mayor resistencia, de 21.4% (Ramirez et al., 2018).

Para la amoxicilina con &cido clavulanico encontramos una resistencia general de 4.4%,
otros estudios reportaron una resistencia para amoxicilina sola, de 22.22% en la India
(Akhoon et al., 2012), para S. aureus se encontrd una resistencia del 2.8% en contraste a
otro estudio de Turquia que reportd un 100% de resistencia (Kurt et al., 2021), y en
Colombia un 24% (Ramirez et al., 2018). En cuanto a S. intermedius se encontrd en este
estudio una resistencia del 0% a diferencia de otro estudio donde reportaron un 56.3% de
resistencia para esta bacteria (Ramirez et al., 2018). Para S. uberis reportamos una

resistencia de 22.2% a diferencia de otro estudio con 80% resistencia (Kurt et al., 2021).

Para enrofloxacina encontramos una resistencia general de 0.6%, sin embargo, otros
estudios mostraron una mayor resistencia, de 25% en India (Akhoon et al., 2012), y 30%
en Cuba (Armenteros et al., 2017). En cuanto a S. aureus encontramos 1.4% de resistencia
similar a un estudio en Argentina que reportd un 0% de resistencia para esta bacteria
(Russi et al., 2008), en Venezuela también reportaron una baja resistencia de 8.6%
(\Valero — Leal et al., 2010), a diferencia de otro estudio en Turquia que reporté una
resistencia de 95% (Kurt et al., 2021). Para S. uberis evidenciamos una resistencia de 0%,
a diferencia de otro estudio que reportd un 80% de resistencia (Kurt et al., 2021). En
cuanto a S. intermedius, S. hyicus y Staphylococcus sp., no se encontré resistencia, por lo

que seria recomendable el us6 de enrofloxacina en la mastitis causa por estos patdgenos.
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Para gentamicina, florfenicol, sulfatrimetropin y estreptomicina no se evidenciaron
resistencia, por ello estos antibidticos se recomendarian para el posible tratamiento de la
mastitis por su alta sensibilidad, otros estudios, sin embargo, reportaron una mayor
resistencia para gentamicina, 19.45% (Akhoon et al., 2012), 28.5% (Cruz et al., 2007),
30.1% (Ruiz et al., 2012), 60% (Armenteros et al., 2017). Sin embargo, respecto a S.
aureus otros estudios respaldan nuestros hallazgos con 0% de resistencia en Argentina
(Pellegrino et al., 2011), 0% en Venezuela (Valero-Leal, 2010) y 2.1% en Argentina
(Russi et al., 2008). En cuanto a florfenicol respecto a S. aureus otro estudio respalda la
resistencia nula (Russi et al., 2008), contrario a ello, otro estudio report6 un 60% de
resistencia (Kurt et al., 2021) y para S. uberis reportd un 50% de resistencia (Kurt et al.,
2021). En el caso de sulfatrimetropin otros estudios reportaron una mayor resistencia de
51.7% en Cuba (Ruiz et al., 2012) y 60% en Colombia (Cruz et al., 2007). Sin embargo,
en cuanto a S. aureus varios autores coinciden con nuestros hallazgos, asi reportaron un
0% en Venezuela (Valero- Leal et al., 2010), 0% en Per0 (Quispe et al, 2021) y 2% en
Colombia (Ramirez et al., 2018), sin embargo, un estudio en Turquia report6 un 95% de
resistencia (Kurtetal., 2021). Para S. intermedius otro estudio obtuvo resultados similares
a los nuestros con 1.4% de resistencia y para S. uberis reportaron un 15.4% de resistencia
(Ramirez et al., 2018) y 100% de resistencia de S. uberis (Kurt et al., 2021) en contraste
a este estudio. Por Gltimo, para estreptomicina otros estudios reportaron un rango
variable de resistencia respecto a S. aureus, desde 4.9% (Valero- Leal et al., 2010), 20.6%
(Pellegrino et al., 2011), 83.3% (Cruz et al., 2007) y 100% (Kurt et al., 2021). Respecto
a S. intermedius reportaron similarmente a nuestro resultado, 1.4% (Ramirez et al., 2018).
En cuanto a S. uberis reportaron un 100% de resistencia (Kurt et al., 2021) y para

Streptococcus spp. un 73.6% (Cruz et al., 2007).
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Asi mismo, en este estudio se encontraron cepas sospechosas de multirresistencia, es decir
resistentes a 3 0 mas antibidticos de diferentes familias antibioticas (Shitandi et al., 2004).
S. aureus ya ha presentado multirresistencia en diferentes estudios (Aslantas et al., 2006).
Esta caracteristica es provocada por mutaciones gendmicas en las bacterias como
adaptacion a medios con presencia persistente de antibioticos (Valero-Leal et al. ,2010),
ademaés estos genes pueden compartirse con otras bacterias durante la transduccion y

conjugacion bacteriana (Werckenthin et al., 2001).

De acuerdo al estudio de Werckenthin, quien estudié la resistencia de S. aureus, S.
intermedius y S. hyicus de origen animal, ilustra que la resistencia de los gram positivos
frente a los aminoglucdésidos, como la neomicina que se utilizo en este estudio y tuvo alta
resistencia, se debe a las fosfotransferasas o el acetiladenil (nucleotidil) principalmente,
que inactivan los antibidticos generando la resistencia, los genes de resistencia se asocian
a plasmidos y transposones, por ejemplo, el gen ant (4’) se encuentra en el plasmido
Publ110 quien atribuye la resistencia a la neomicina. Ademas, encontrd transferencia
conjugativa entre S. aureus, S. intermedius y S. hyicus (Werckenthin et al., 2001). El
segundo antibidtico con mayor resistencia fue la oxitetraciclina, esta resistencia de los
estafilococos frente a las tetraciclinas, se puede deber a 4 genes tet de las clases K, L, M
y O, quienes se ubican en plasmidos que atribuyen esta resistencia, los genes tetK y tetL
inhibe la acumulacion intracelular del antibidtico (exportandolos) mediante proteinas de
eflujo, los genes tetM y tetO generan proteinas protectoras de ribosomas bacterianos,
estos fueron aislados en S. intermedius (Werckenthin et al., 2001). El tercer antibidtico
con mayor resistencia fue la penicilina g, la resistencia de los estafilococos frente a la
penicilina puede deberse a la produccidn de enzimas betalactamasas, como la PC1 de S.

aureus, estas enzimas hidrolizan el enlace amida del anillo betalactdmico de la penicilina,
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inactivandolo antes de la unidn con su sitio blanco, asi evita la inhibicion de la sintesis de
la pared celular (Babic et al., 2026; Valero-Leal et al., 2010). En el presente estudio, no
se realizo la identificacion de genes de resistencia antibidtica, pero son un punto de

referencia en la investigacion.

De acuerdo a Werckenthin (2001), se puede presumir que la resistencia que hoy presenta
S. intermedius y S. hyicus. podria deberse a las mutaciones que ha ido presentando S.
aureus a lo largo del tiempo, que por no ser tratado adecuadamente ha provocado que
bacterias con menor grado de patogenicidad ahora presenten una mayor resistencia
antibidtica (Grenne et al., 1992). Esto explicaria por qué la prevalencia y resistencia

antimicrobiana de estas tres bacterias ha ido creciendo en el tiempo.

En consecuencia, los antibioticos se han vuelto inservibles para el tratamiento, como en
el caso de la penicilina g, de acuerdo con lo que mencionan varios autores, no seria
recomendable su usG como tratamiento para mastitis bovina por su alta resistencia,
contrario a lo que recomienda el CLSI, donde indican penicilina g para el tratamiento de

mastitis por S. uberis y a ceftiofur para mastitis por S. aureus y S. uberis.

Hoy en dia se ha evidenciado que la terapéutica veterinaria tiene una mayor relevancia en
la salud humana, como bien lo argumenta el enfoque “Una Salud” de la Organizacion
Panamericana de la Salud (OPS). En la localidad, donde se desarrolld este estudio, la
terapéutica consiste en administrar farmacos antibidticos de amplio espectro, sin
embargo, se podria optar por un tratamiento mas especifico al conocer los agentes
patdgenos mas frecuentes de mastitis en la zona, disminuyendo asi el uso indiscriminado

de antibioticos y sus residuos en la leche (Philpot y Nickerson, 2000). Esta ultima
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préctica, la administracion de antibidticos de forma empirica o sin prescripcion, podria
estar dando lugar a la Resistencia Antimicrobiana (RAM) en las provincias del pais, como

Puno.

La RAM se produce al administrar tratamientos inespecificos al tratar infecciones
microbianas, por ejemplo, la eleccion inadecuada del farmaco, una dosis deficiente, una
duracién de tratamiento deficiente, como promotores de crecimiento o como preventivos
en animales que se encuentran sanos (OPS, 2023). También, cuando no se respeta su

periodo de retiro ni el limite maximo de residuos permitido (MINSA, 2016).

Estas malas précticas sin la supervision de un médico veterinario hacen que el tratamiento
sea ineficiente, y los microorganismos causantes de la infeccion mal tratada, se tornen
multirresistentes (Shitandi et al., 2004). Lo cual pone en riesgo la eficacia de los
antimicrobianos, genera infecciones persistentes, incrementa el riesgo de propagacion y
amenaza la salud publica global. No solo amenaza la salud animal, sino también la salud

humana y ambiental (OPS/OMS, 2023).

La OPS menciona que los veterinarios, por su rol sobre todo a nivel agropecuario,
destacan en el enfoque “Una Salud” puesto que la produccion animal es un Vértice
fundamental, por el impacto que significa la salud animal en la salud humana, su salud se
relaciona de maltiples formas (OMS/OPS, 2023), por ejemplo, por consumo de alimentos
de origen animal, como lo es la leche (Escobar et al., 2020). En este sentido el rol de los
veterinarios es crucial para combatir la RAM desde la prevencion de las enfermedades,

diagnostico, asi como en el tratamiento, periodo de retiro farmacoldgico y el uso de
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antibiodticos autorizados. A través de sus buenas précticas fomentan el uso adecuado de

antimicrobianos y solo bajo prescripcion (Aslantas et al., 2006).

Durante el desarrollo del estudio, se pudieron observar algunas practicas de manejo
inadecuadas durante la rutina de ordefio, estas podrian ser el origen de la alta frecuencia

de patdgenos y su resistencia antimicrobiana encontrada.

Una de ellas, fue el orden de ingreso de las vacas a sala de ordefio, este se realizaba de
forma aleatoria, sin diferenciar vacas sanas de vacas con mastitis, en consecuencia, la

pezonera podria haber cumplido el rol de diseminador de la mastitis.

Otras actividades, que se observaron y que tienen un efecto negativo son la falta de uso
de presellador, la importancia de esta solucion antiséptica es porque ayuda a limpiar,
desinfectar los pezones y disminuye la colonizacion de bacterias en la pezonera
(Andresen, 2001). Otra actividad fue el usé de una Unica toalla embebida en agua comun
para retirar la tierra y/o materia organica de los pezones de todas las vacas, practica
conocida como uso de la “toalla comunal”, esto incrementa el contagio de mastitis entre
vacas, ya que la carga bacteriana de una vaca con mastitis es compartida con todo el hato,
si bien no se ha realizado aun el despunte para abrir el canal del pezén, proximamente la
carga bacteriana que se encuentra en la piel estara en contacto con la pezonera durante la
friccion del ordefio logrando contaminar el canal del pezén y la leche (Kruze, 1998;

Bickett-Weddle, 2005).

Continuando la rutina de ordefio solo en 42.9% de los hatos se secaban los pezones de las

vacas antes de colocar la pezonera, esta actividad evita en primer lugar que los
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microorganismos migren hacia el canal del pezdn ya que no hay un medio que facilite su
traslado, como el agua, en segundo lugar, permite un mejor agarre de la pezonera al pezon,
ya que asi no se reshala facilmente, el desprendimiento o caida de la pezonera trae
consecuencias que afectan tanto a la calidad de la leche como la salud de la ubre, puesto
que la pezonera al desprenderse contintia succionando, esta absorbe todo contaminante
que se encuentre en el suelo o aire trasladandolo al tanque de leche. Simultaneamente, la
pezonera pierde el vacio por la entrada de aire, como consecuencia al recolocarla esta
genera un “golpe” o reflujo de leche para recuperar el vacio, este reflujo de leche de la
tuberia hacia el pezdn contamina el canal del pezén, o bien con la leche de otros pezones
que pueden tener mastitis o bien con la carga bacteriana de la pezonera al haber tocado

otras superficies.

El despunte se realizé en la mitad de los hatos, su importancia radica en estimular la
apertura del esfinter mamario, estimular la bajada de la leche y disminuir la incomodidad
durante la succion de la pezonera, puesto que se observé que las vacas no pateaban o se
alejan de la pezonera en los hatos que realizaban esta actividad. Ademas, elimina la carga

bacteriana que se puede encontrar en el canal del pezon.

Luego de colocar las pezoneras se dio inicié al ordefio, la mayoria de las maguinas
ordefiadoras no contaba con un panel digital, esto les ha dificultado a los ganaderos llevar
el registro de produccion de cada vaca, el 42.9% conté con una sala de ordefio provisional,
es decir, una maquina de ordefio transportable, que en algunos casos era trasladada al
recinto de los animales, y en otros habian adaptado una sala con parantes y techo de
plastico cerca a los recintos, a donde trasladaban la maquinay los animales. Por otro lado,

solo el 28.6 % contd con una sala de ordefio fija, a base de concreto con disefio de espina
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de pescado o tandem. Mientras que el 28.6% realizd ordefio manual, o bien en campo
abierto o en el recinto de las vacas. Esta actividad, podria traer contaminacion cruzada de
la leche a cauda de los fomites, ademas como mencionan Valero-Leal y Tikofsky la
contaminacion cruzada durante el proceso de elaboracion de productos significa una via

de transmision de genes de resistencia (Tikofsky et al., 2003; Valero-Leal et al., 2010).

De acuerdo al presente estudio, se puede decir que las practicas de manejo inadecuadas
durante la rutina de ordefio pueden ser el origen de alta frecuencia de mastitis clinica y
subclinica, que al ser una enfermedad mal tratada provoca la persistencia de agentes
patdgenos que se traducen en altas frecuencias y alta resistencia antimicrobiana. Es por

esta razon, la importancia de conocer los patdgenos mas frecuentes a nivel poblacional.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Tikofsky+LL&cauthor_id=14633366
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CONCLUSIONES

La frecuencia de mastitis bovina clinica fue de 2.9% (5/171) de vacas, y la
subclinica fue de 42.1% (72/171) de vacas, en establos lecheros de raza Brown

Swiss, en Melgar, Puno.

Los patdgenos mas frecuentes de mastitis subclinica fueron S. aureus con 52.7%,
S. intermedius con 23.6% Yy S. hyicus con 12.7%, a su vez en mastitis clinica
tuvieron una frecuencia de S. aureus con 50%, S. intermedius con 25% y S. hyicus

con 25%.

Los antibidticos, neomicina, oxitetraciclina y penicilina g presentaron alta
resistencia in vitro de 32.3%, 17.1% y 25.3% respectivamente, mientras que
gentamicina, florfenicol, sulfatrimetropin y estreptomicina no presentaron
resistencias, por ello se podrian considerar para el tratamiento de la mastitis

clinica y subclinica.

Se observd una inadecuada rutina de ordefio en los establos visitados durante la

ejecucion del estudio en Melgar, Puno.
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RECOMENDACIONES

Establecer una adecuada rutina de ordefio, que involucre el orden de ordefio (de
acuerdo con el estado de salud de las vacas), el despunte, el uso de preselladores,
selladores, toallas individuales en el aseo de los pezones y realizar la limpieza de

la tuberia de la maquina de ordefio al terminar cada faena.

Realizar la prueba de CMT cada 15 dias minimamente y contar con un veterinario
para el diagnoéstico y tratamiento de la mastitis bovina, de este modo llevar un

control de la salud de la ubre por cada vaca.

Realizar la identificacion de los patdgenos a nivel de especie empleando pruebas
confirmatorias como el PCR, mientras que al test de coagulasa utilizarlo solo para
determinar la patogenicidad. También investigar sobre la patogenia y

epidemiologia de S. intermedius y S. hyicus en la mastitis bovina.

Utilizar y/o elaborar pruebas rapidas y confiables que faciliten el diagnostico de

estos patdgenos en los hatos lecheros.

Considerar el uso de vacunas para el control en hatos con mastitis persistente.
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Anexo 1: Interpretacion de los resultados de la prueba de California de Mastitis

(CMT), tomado del estudio de Fernandez (2012) sobre “Mastitis bovina:

»

Generalidades y métodos de diagndstico”.

INTERPRETACION DEL CMT

Score Significado Descripcién de reaccién

Interpretacion (RCS
/ml)

La mezcla permanece en estado
liquido y homogéneo
La viscosidad observada por

T Trazas primera vez tiende a desaparecer, la
reaccion es reversible.

N Negativo

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

1cruz (+1) Ligeramente positivo paleta, la viscosidad tiende a
persistir, la mezcla cae poco a poco
a verterla.

Se forma gel en el centro de la
2 Cruces N paleta durantg la homogenizacidn,
24) Positivo se observa viscosa y se rompe _al
momento de verterla, puede dejar
un poco de liquido en el pocillo.

Se forma gel en el fondo de la

3cruces (34) Muy positivo paleta y se adhiere al poci!lo y _al
verterlo se cae en bloque sin dejar

liquido en el pocillo

0—200 000

150 000 — 500 000

400 000 —1 500 000

800 000 — 5 000 000

>5 000 000

*CMT: Test de Mastitis California
* RCS: Recuento de células somaticas
Tomado de: Fernandez (2012)
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Anexo 2: Algoritmo de pruebas de identificacion de agentes patégenos frecuentes de mastitis bovina, informacién recopilada de Procop

(2017), en el libro de Diagnostico microbiolégico (Elaboracion propia).

Bai:| lo Coco

BIOQUIMICA CATALASA

+

Estafilococa Estreptococo

Micrococo Enterococo
BILIS ESCULINA

SACTRAGIA
. -
+ - Streptococcus agoloctioe
. Enterococo Streptococcus dysgaloctioe
Micrococo Estafilococo Estreptococo grupe D Streptoceccus equi. Sub zooepidermis
| Streptacoccus uberis/porauberis
- Streptacoccus piogenes
MANITOL | — | ACETOINA | CALDO + NaCl o plag
+
+ - + -
+ -
5. gureus ; ) Enterococo  Estreptococo grupo D 5. uberis 5. agalactioe
. 5. hyicus 5. oureus 5. hyicus Enterscoccus pseudogvium 5. porauberis 5. dysgalactige

5. Intermedius
v

5. intermedius

POLIMIXINA B .

5 R

LEYEMDA: - - -
5. intermedius 5. hyicus
+ Resultado positive — -
-. Resultado negativo
V Resultado variable
+—» Pruebas complementarias
[1 Pruebas de laboratoric
Bacteria identificada

|

Enterococcus pseudoovium

| 5. equi
5. piogenes

PRUEBA DE CAMP

Estreptococo * -

grupo D 5. ogalactiae 5. dysguigctige
— 5. equi
5. piogenes

SULFATRIMETROPIM

5 equi
5. piogenes

=

5. dysgalactioe
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Anexo 3: Informacion recopilada del VETO1S, VETO04, VET06, M100 y el EUCAST, para la medicion de halos de resistencia antibiotica

de los Estafilococos, Estreptococos, Enterococos y Enterobacterias. (Elaboracion propia)

Halos de resistencia (mm) para discos de difusion antibiotica

Concentracion Antibioticos ESTAFILOCOCOS ESTREPTOCOCOS ENTEROCOCOS ENTEROBACTERIAS
S [ R S [ R S [ R S [ R
30ug Cefalexina >22
30ug Oxitetraciclina >26 15-25 <15
25ug Sulfatrimetropim >16 11-15 <10 >19 16-18 <15 >16 11-15 <10
10ug Estreptomicina >15 14-12 <11 >14 <14 >14 <14 >15 12-14 <11
30ug Ceftazidima >21 18-20 <17 >21 18-20 <17
30ug Ceftriaxona >24 >24 >24 >23 20-22 <19
5ug Enrofloxacina >23  17-22 <16
30ug Ceftiofur >21  18-20 <17
30ug Amoxicilina 20 + Ac. Clavulanico
10 >20 - <19 >10 <8 >18 14-17 <13

30ug Neomicina >14
10ug Gentamicina >15  13-14 <12 >15 13-14 <12
10U Penicilina >29 - <28 >20 >24
30ug Florfenicol >18  13-17 <12 >18 13-17 <12
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Anexo 4: Numero de muestras tomadas por cada establo, en la realizacion de este

estudio.
GRANJAS n® n’
ANIMALES MUESTRAS

1 10 0

2 21 5

3 16 7

4 19 7

5 9 2

6 5 3

7 8 3

8 3 0

9 8 1

10 9 4
11 18 10
12 8 3
13 15 2
14 22 14
TOTAL 171 61

Anexo 5. Frecuencia (%) de patégenos bacterianos de mastitis subclinica en vacas

Brown Swiss (n° = 55 cepas).

nO
BACTERIAS  ~p\o Yo

Staphylococcus 29 52.7
aureus

_Staphylogoccus 13 23.6
intermedius

Sta_lphylococcus 7 12.7
hyicus

Staphylococcus sp. 4 7.3
Streptococcus uberis 2 3.6

TOTAL 55 100%
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Anexo 6. Frecuencia (%) de patégenos bacterianos de mastitis clinica en vacas

Brown Swiss (n = 8 cepas)

n° o

BACTERIAS CEPAS 0
Staphylococcus 4 50
aureus
_Staphylogoccus 9 o5
intermedius
Sta_lphylococcus 9 o5
hyicus
Staphylococcus sp. - -
Streptococcus uberis - -

Total 8 100%

Anexo 7. Presencia de patdgenos bacterianos aislados de mastitis subclinica segun la

Numero de cepas

O B, N W B U1 O

ganaderia visitada en Melgar, Puno.
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Establos muestreados

B Staphylococcus aureus

Staphylococcus hyicus

W Streptococcus uberis

B Staphylococcus intermedius

B Staphylococcus sp.
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Anexo 8. Resistencia antibiotica (%) de S. aureus, S. intermedius. S. hyicus.

Staphylococcus sp. y S. uberis aislados de muestras de mastitis clinica y subclinica

bovina. (n= nimero de resistencias encontradas respecto a todos los antibioticos)

ANTIBIOTICOS

RESISTENCIA ANTIBIOTICA (%) DE
LOS AGENTES PATOGENOS

W S. aureus (n=71)

ESTREPTOMICINA
SULFATRIMETROPIM

CEFTAZIDIMA
FLORFENICOL
GENTAMICINA
CEFTIOFUR
ENROFLOXACINA
CEFTRIAXONA
AMOXICILINA
CEFALEXINA

OXITETRACICLINA

PENICILINA
NEOMICINA

W S. intermediu (n=39) W S. hyicus (n=26)

Staphylococcus sp. (n=13) = S. uberis (n=9)

1 14% 38%

I v 7
L 12/% D1% 115% |

V3% /% |

8% 103% 7/% |

Q22 0% 3500 19000 |

_169% __205% 1549

L 380% | _256%  346%

RESISTENCIA (%) DE AGENTES PATOGENOS

Anexo 9: Instrumento de ficha de datos de los establos y animales que participaron

en el estudio.

UNIVERSIDAD PERUANA CAYETANOC HEREDIA
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia

Proyecto: “Frecuencdia de patégenos bacterianos y de resistencia antibidtica en mastitis bovina de ganado Brown

Swiss al pastoreo en Melgar, Puno”

Establo |

|C6digu| | Fecha| | | | | | |Orden |

Cédigudeuata| | | | | | | | | | | | |Numbre|

Tipo de sala de ordefio

Sala de ordefio |

| Provisional | | Fijo |

| Ordefio manual |

Rutina de ordefio

Pre sellador

|Tuallaindividual| | Toalla comunal |

Enjuaga la toalla | Seca los pezones | Despunte | | Selladar |
Otros
Arteced Mastitis | i | Mo| Fecha | Dato |
Otro Tratamiento | Si |ND|
Observaciones |
Cuartos mamarios
Examen de Ubre Anterior Posterior
lzquierdo Derecho lzquierdo Derecho
Aspecto
Temperatura

Score suciedad

Prueba fondo negro

CMT

Muestra

Observaciones
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Anexo 10. Instrumento de invitacion a la investigacion dirigido a los ganaderos de

Melgar, Puno.

MASTITIS EN
GANADO VACUNO

Se parte de este estudio y contribuyamos
al avance de la medicina veterinaria

La Facultad de Medicina Veterinana y Zootecnia de la Universidad Peruana Cayetano
Heredia, lo invita a participar en el estudio sobre mastitis en ganado vacuno, en el que se
realizard el descarte de mastitis y como resultado podra realizar un mejor manejo y
tratamiento en sus animales.

] . / W -
~ 'Descarte 4> Asesoria Aytidanos ...
RoMizanmos o la prueba 06 TOMaemos MuesTas Lmas paa Con la comecta identificacsn de s
CMT y 10000 negro que ayudard a enviaras o laboratorio y con s avmales, con WS regsios do
Gagnastcar las vacas enformas. resUtados podrds realzar un mejor Produccion de BChe y regaes de
vamamento de tu ganada. S@NACICS Y NACIENLOS

iContamos con tu participacion!
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Anexo 11. Algoritmo de la metodologia del estudio, el estudio se realiz6 en dos fases,
la fase 1 se realizd en Melgar, Puno, en 14 hatos de produccion lechera donde se
realizaron las pruebas de fondo negro, CMT y toma de muestras. La fase 2 se realizd
en Lima, en el laboratorio de Nutricion e inocuidad Alimentaria de FAVEZ-UPCH,
donde se llevo a cabo la identificacion de los agentes patdgenos, su resistencia

antibidtica y analisis de datos.

SIN MASTITIS

MATERIALES Y
METODOS

Fase 1

Melgar, Puno.

1.- Traslado a lo
establos

MATERIALES Y
METODOS

Fase 2

Lima, Lima

3.- Bioquimica E " ‘
© 2.- Microscopia m

1.-Cultivos




