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RESUMEN 

CARACTERIZACIÓN MOLECULAR Y EVALUACIÓN DE LA FORMACIÓN 

DE ADHERENCIAS in vitro DE CEPAS DE KLEBSIELLA PNEUMONIAE Y 

PSEUDOMONAS AERUGINOSA AISLADAS DE GRANJAS LECHERAS 

EN CHILE 

 

Las infecciones intramamarias (IMIs) son las afecciones más comunes y 

prevalentes en rebaños lecheros bovinos a nivel mundial. Las IMIs bovinas 

son producidas generalmente por patógenos de tipo bacteriano provenientes 

de diversas fuentes y/o reservorios presentes en las granjas lecheras. Ambas, 

Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa, corresponden a 

patógenos bacterianos que pueden aislarse de cuadros de IMI en rebaños 

lecheros y también pueden estar presentes en biopelículas establecidas en 

las superficies de equipos de ordeño en granjas lecheras. Esto último toma 

importancia considerando el rol que tienen las biopelículas bacterianas como 

fuente y/o reservorio tanto para IMI en vacas susceptibles, como fuente de 

contaminación para la leche de tanque (BTM) en granjas lecheras. 

El presente estudio evaluó y caracterizó la diversidad genética y la habilidad 

de formación de adherencias in vitro de cepas de K. pneumoniae y P. 

aeruginosa, utilizando RAPD-PCR y ensayo en placas de microtitulación 

(MPA), respectivamente. Las cepas de K. pneumoniae y P. aeruginosa,  fueron 

aisladas de cuartos mamarios con IMI, leche de tanque (BTM) y adherencias 

a superficies de equipos de ordeño (AMES).  



 
 

 
 

 

vii 

Dentro de los resultados de la tipificación genética se obtuvieron 5 y 8 tipos 

de RAPD para K. pneumoniae (A, B, C, D, E) y P. aeruginosa (A, B, C, D, E, 

F, G, H), respectivamente, con un alto poder de discriminación en la 

evaluación de ambas especies bacterianas. Con respecto, a la evaluación de 

formación de adherencia in vitro, para cepas de K. pneumoniae se pudo 

observar que el 42,85% (n=3), el 28,57% (n=2), el 14,28% (n=1) y el 14,28% 

(n=1), poseían un alta, media alta, media y baja habilidad de adherencia in 

vitro, respectivamente. Sin embargo, para las cepas de P. aeruginosa se 

obtuvo un 22,22% (n=2), un 44,44% (n=4), un 22,22% (n=2) y un 11,11% 

(n=1), de cepa con una habilidad de adherencia in vitro alta, media alta, media 

y baja, respectivamente. Sumado a lo anterior, este estudio destaca que, los 

aislados de P. aeruginosa de IMI RAPD Tipo A, posiblemente tengan un 

comportamiento epidemiológico contagioso entre cuartos mamarios de vacas 

susceptibles. Finalmente, ambos aislados de P. aeruginosa de IMI RAPD Tipo 

A, no necesariamente destacan por su alta habilidad de adherencia in vitro, 

implicando que probablemente otros mecanismos de virulencia 

complementarios están involucrados en la generación de una IMI exitosa en 

esta especie bacteriana. 

Palabras clave: infecciones intramamarias, Klebsiella pneumoniae, 

Pseudomonas aeruginosa, biopelículas, diversidad genética, granjas 

lecheras.   
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SUMMARY 

MOLECULAR CHARACTERIZATION AND in-vitro ADHERENCES 

FORMATION ASSESMENT OF KLEBSIELLA PNEUMONIAE AND 

PSEUDOMONAS AERUGINOSA STRAINS ISOLATED FROM DAIRY 

FARMS IN CHILE 

 

Intramammary infections (IMIs) are among the most common and prevalent 

disease in dairy cows around the world. Bovine IMIs are generally caused by 

bacterial pathogens originating from diverse sources and reservoirs present 

on dairy farms. Both Klebsiella pneumoniae and Pseudomonas aeruginosa 

are bacterial pathogens that can be isolated from IMI cases on dairy herds and 

may also be present in biofilms established on the of milking equipment 

surfaces on dairy farms. This is particularly relevant considering the role of 

bacterial biofilms as a source and reservoir of IMI in susceptible cows, as well 

as a source of contamination for bulk tank milk (BTM) on dairy farms. 

The present study evaluated and characterized the genetic diversity and the 

in vitro adherence forming ability of K. pneumoniae and P. aeruginosa isolates 

using RAPD-PCR and a microtiter plate assay (MPA), respectively. Isolates of 

K. pneumoniae and P. aeruginosa were obtained from mammary quarters with 

IMI, bulk tank milk (BTM), and adherences on milking equipment surfaces 

(AMES).  
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Genetic typing results showed 5 and 8 RAPD Types for K. pneumoniae (A, B, 

C, D, E) and P. aeruginosa (A, B, C, D, E, F, G, H), respectively, with a high 

discriminatory power for both bacterial species. Moreover, the in vitro 

adherence ability assessment revealed that K. pneumoniae strains exhibited, 

high, medium-high, medium, and low adherence abilities in 42.85% (n=3), 

28.57% (n=2), 14.28% (n=1), and 14.28% (n=1), respectively. In contrast, P. 

aeruginosa strains showed high, medium-high, medium, and low in vitro 

adherence formation ability in 22.22% (n=2), 44.44% (n=4), 22.22% (n=2), and 

11.11% (n=1), respectively. In addition, this study highlights that P. aeruginosa 

isolates from IMI classified as RAPD Type A may have a contagious 

epidemiological behavior between mammary quarters of susceptible cows. 

Finally, both P. aeruginosa IMI isolates RAPD Type A do not necessarily 

exhibit a high in vitro adherence formation ability, suggesting that other 

complementary virulence mechanisms are likely involved in the establishment 

or a successful IMI in this bacterial species. 

 

Keywords: intramammary infections, Klebsiella pneumoniae, 

Pseudomonas aeruginosa, adherences, biofilms, genetic diversity, 

dairy farms.
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I. INTRODUCCIÓN 

 

Infección intramamaria bovina 

Desde el siglo pasado, la mastitis bovina (MB) se ha utilizado como un 

concepto general para describir una serie de afecciones de origen infeccioso, 

traumático o tóxico, que producen inflamación de la glándula mamaria bovina 

(Wenz et al., 2001; Porter et al., 2016; Cheng et al., 2020). Dentro de los 

rebaños lecheros, la MB es considerada la afección más relevante para el 

sector lácteo en términos económicos, debido a que ella provoca importantes 

pérdidas tanto en el sector productivo primario como en la industria 

procesadora en todo el mundo (Cheng et al., 2020; Fidelis et al., 2024). Con 

respecto al impacto económico negativo que produce la MB, éste se traduce 

principalmente en disminución de la producción y calidad de leche, 

disminución de la longevidad del rebaño, y aumento tanto en el costo de 

producción como en el costo de los tratamientos (Gröhn et al., 2005; Oliveira 

et al., 2013). En la gran mayoría de los casos de MB, existe una infección 

intramamaria (IMI) subyacente en la glándula afectada (Cheng et al., 2020). 

Estas IMI corresponden a una de las afecciones más comunes y prevalentes 

en rebaños lecheros a nivel mundial (Porter et al., 2016; Klaas & Zadoks, 

2018; Pirner et al., 2024). Además, es importante destacar, que las IMI en 

bovinos son generalmente producidas por patógenos de tipo bacteriano 

(Burvenich et al., 2003). Sin embargo, también se describen IMI por algas, 
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levaduras y virus, entre otras (Zhao & Lacasse, 2008; Klaas & Zadoks, 2018; 

Cheng et al., 2020; USDA, 2024). Junto a lo anterior, la patogénesis de las IMI 

es principalmente determinada por el conjunto de factores de virulencia del 

patógeno bacteriano involucrado, la respuesta inmune propia de cada vaca y 

la interacción que estos factores tienen con el ambiente de la granja 

(Burvenich et al., 2003; Wenz et al., 2010; Klaas & Zadoks, 2018; Cheng et 

al., 2020). Adicionalmente, ante los diversos cursos de infección que los 

patógenos bacterianos producen, la definición general de IMI debe 

complementarse para sistematizar de manera más descriptiva su desarrollo y 

consecuencias patológicas (Burvenich et al., 2003; Schukken et al., 2011a). 

En este sentido, cuando el curso de la IMI produce un cuadro clínico visible 

en el animal, esta afección se describe como mastitis clínica (MC). Esta 

mastitis clínica puede ser clasificada dependiendo de los signos, el 

compromiso y el grado de inflamación presente (Klaas & Zadoks, 2018; Cheng 

et al., 2020). Esto significa que, en cuadros de MC, la manifestación de signos 

se puede observar: como anormalidades físicas de la leche (mastitis leve), 

acompañada de una inflamación en la glándula mamaria (mastitis moderada), 

y en casos extremos incluyendo también signos clínicos de compromiso 

sistémico (mastitis severa) (Klaas & Zadoks, 2018; Cheng et al., 2020). Por 

otro lado, cuando se produce una IMI que no muestra signos clínicos visibles, 

ésta se describe usualmente como “mastitis subclínica” (Klaas & Zadoks, 

2018). Esta afección se caracteriza por un aumento progresivo en el recuento 

celular somático (RCS) debido a la migración y acumulación de leucocitos en 
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la glándula mamaria afectada (Boutet et al., 2004). Además, cabe destacar 

que, en un porcentaje importante de los casos, es posible aislar el agente 

patógeno involucrado desde la leche de la glándula afectada (Munoz et 

al.,2007). Sin embargo, como resultado del equilibrio entre los factores de 

virulencia del patógeno bacteriano involucrado y los mecanismos inmunitarios 

del huésped, la respuesta inflamatoria clínica generalmente es modulada e 

inhibida (Boutet et al., 2004). Junto con lo anterior, en un número de casos de 

“mastitis subclínica” existe la probabilidad de desarrollar, tanto un curso de 

infección transitorio, como un curso de infección crónico persistente en el 

tiempo (Boutet et al., 2004; Schukken et al., 2011; Klaas & Zadoks, 2018; 

Cheng et al., 2020). Por consiguiente, dentro de las diferentes 

manifestaciones de IMI, la “mastitis subclínica” es la que produce mayores 

pérdidas económicas en los rebaños lecheros a nivel mundial (Pitkälä et al., 

2004; Zhao & Lacasse, 2008; Schukken et al., 2011; Klaas & Zadoks, 2018). 

 

Patógenos bacterianos involucrados en infección intramamaria 

Con relación a los patógenos bacterianos más comúnmente involucrados en 

casos de IMI, ellos pueden ser categorizados dependiendo de su cubierta 

externa como Gram-positivos y Gram-negativos (Pirner et al., 2024). Estos 

patógenos corresponden en su mayoría a los géneros y especies, 

Streptococcus spp., Staphylococcus spp., y Escherichia coli, Klebsiella spp., 

y Enterobacter spp., respectivamente (Pirner et al., 2024). Junto a lo anterior, 
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los patógenos bacterianos también han sido clasificados en términos 

epidemiológicos como “contagiosos” y/o “ambientales” dependiendo de la 

naturaleza y el origen de sus reservorios (Cheng et al., 2020). Cabe destacar 

en este punto, que la prevalencia de IMI por patógenos contagiosos ha 

disminuido en los rebaños lecheros que han implementado estrategias de 

control y prevención efectivas (Bradley & Green, 2001; Schukken et al., 2012). 

IMI producida por patógenos de origen principalmente ambiental, incluso en 

granjas lecheras bien manejadas (Schukken et al., 2012; Klaas & Zadoks, 

2018). Junto con esto, cabe destacar que, las bacterias Gram-negativas 

forman parte importante de la etiología de IMI de origen ambiental en las 

granjas lecheras (Burvenich et al., 2003; Schukken et al., 2012). Por lo demás, 

la IMI provocada por bacterias Gram-negativas se caracteriza generalmente 

por la alta severidad de los cuadros clínicos presentados y una pérdida 

drástica en el volumen de leche producido (Schukken et al., 2009). 

Adicionalmente, la IMI por bacterias Gram-negativas también puede producir 

una disminución en la tasa de fertilidad, disminución en la tasa de concepción, 

e incluso un aumento en la tasa de eliminación del rebaño (Hertl et al., 2010; 

Shinozuka et al., 2016; Klaas & Zadoks, 2018; Dahl et al., 2018). Por otro lado, 

dentro de las bacterias Gram-negativas, las especies coliformes 

corresponden al grupo principal de patógenos ambientales causantes de IMI 

en rebaños lecheros (Burvenich et al., 2003; Y. Schukken et al., 2012). Junto 

a lo anterior, los patógenos coliformes responsables de producir IMI más 

frecuentemente son E. coli y Klebsiella spp. (Wenz et al., 2001; Erskine et al., 
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2002; Roberson et al., 2004; Riekerink et al., 2008). Además, pese a que la 

IMI por E. coli tiene una mayor prevalencia en rebaños lecheros, la IMI 

producida por Klebsiella spp. también es frecuente y puede incluso, causar 

una mayor pérdida en la producción lechera (Erskine et al., 2002; Gröhn et al., 

2005; Schukken et al., 2012).  

 

Klebsiella spp. en infecciones intramamarias 

Las principales especies de Klebsiella que producen IMI en rebaños lecheros, 

corresponden a Klebsiella pneumoniae y Klebsiella oxytoca (Munoz & Zadoks, 

2007; Zadoks et al., 2011; Pirner et al., 2024). Por lo demás, K. pneumoniae 

es la especie de Klebsiella mayormente aislada de cuartos mamarios 

infectados, presentando una gran diversidad de cepas involucradas debido a 

su naturaleza principalmente ambiental ( Roberson et al., 2004; Munoz & 

Zadoks, 2007; Munoz et al., 2007). Cabe destacar en este punto, que K. 

oxytoca también posee un rol dentro de cuadros de IMI, pudiendo ser aislada 

potencialmente como patógeno de cuartos mamarios infectados y en leche de 

tanque (Ntuli et al., 2016; Massé et al., 2020; Pirner et al., 2024). No obstante, 

la tasa de prevalencia de IMI por K. oxytoca en rebaños lecheros, sigue siendo 

menor en comparación a la tasa de prevalencia de K. pneumoniae (Munoz & 

Zadoks, 2007; Zadoks et al., 2011; Pirner et al., 2024). Por otra parte, la IMI 

producida por K. pneumoniae es caracterizada generalmente por la 

transitoriedad y alta severidad de sus cuadros clínicos, la rápida progresión a 



 
 

 
 

 

6 

shock tóxico y la potencial muerte de las vacas afectadas (Wenz et el., 2001; 

Paulin-Curlee et al., 2008). Sin embargo, también puede existir la 

presentación de cuadros clínicos leves e incluso el desarrollo de un curso de 

infección subclínico por K. pneumoniae (Oliveira et al., 2013; Pirner et al., 

2024). Llegando incluso a ser el agente causal de brotes de IMI por 

transmisión contagiosa en algunos rebaños (Munoz et al., 2007). Por lo 

demás, el cuadro de IMI producido por K. pneumoniae presenta una baja tasa 

de curación espontánea y una baja tasa curación bacteriológica (Schukken et 

al., 2012; Oliveira et al., 2013; Fuenzalida & Ruegg, 2020; Schmenger & 

Kromker, 2020; Nobrega et al., 2021). Adicionalmente, tanto el tratamiento 

antimicrobiano y la efectividad de la vacuna J5 contra coliformes, presentan 

una baja efectividad para casos de IMI producidos por K. pneumoniae 

(Roberson et al., 2004; Paulin-Curlee et al., 2008; Schukken et al., 2012). 

Considerando lo anterior, pese a la transitoriedad de los cursos de IMI por K. 

pneumoniae, se describe que cuadros clínicos que no son sometidos a terapia 

antimicrobiana pueden convertirse en cuadros de infección recurrentes (Du 

Preez, 2000; Oliveira et al., 2013; Fuenzalida & Ruegg, 2020). Junto con esto, 

la recurrencia de los cuadros infecciosos producidos por K. pneumoniae 

pueden conllevar a una mayor tasa de eliminación dentro del rebaño y un 

mayor volumen de leche descartada (Roberson et al., 2004; Gröhn et al., 

2005; Riekerink et al., 2008; Schukken et al., 2012; Oliveira et al., 2013). 

Respecto de la epidemiología de K. pneumoniae en cuadros de IMI, la 

identificación de posibles fuentes y reservorios dentro de las granjas lecheras 
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ejerce un rol importante para permitir establecer estrategias de control y 

prevención efectivas para este patógeno (Zadoks et al., 2011; Schukken et al., 

2012; Klaas & Zadoks, 2018). Junto a lo anterior, una estrategia básica para 

la prevención de IMI por K. pneumoniae consiste en limitar el contacto directo 

entre las fuentes del esta bacteria y la punta del pezón de vacas susceptibles 

(Sampimon et al., 2006; Schukken et al., 2012).  

 

Fuentes de Klebsiella spp. en granjas lecheras 

Respecto a las principales fuentes de K. pneumoniae en las granjas lecheras, 

éstas se pueden categorizar según su origen en fuentes internas y externas 

(Zadoks et al., 2011) . Dentro de esta primera categoría, se describen fuentes 

como el tracto gastrointestinal, la piel, la mucosa y las heces, incluso de vacas 

adultas sanas, debido a que contienen una gran variedad de especies de 

Klebsiella (Munoz & Zadoks, 2007; Munoz et al., 2007; Zadoks et al., 2011). 

Adicionalmente en términos de fuentes externas, tanto el agua potable, el 

alimento almacenado y el material para el relleno de camas, se describen de 

manera inicial como posibles fuentes de K. pneumoniae (Nonnecke y 

Newbould, 1984; Silva y Costa 2001; Munoz et al., 2007, 2008; Zadoks et al., 

2011). Sin embargo, debido a la dinámica de transmisión y eliminación del 

patógeno bacteriano a través de las heces animales, la ubicuidad de K. 

pneumoniae puede convertir diferentes estructuras dentro de las granjas 

lecheras en fuentes de esta bacteria (Munoz et al., 2008; Zadoks et al., 2011; 
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Schukken et al., 2012). Por lo anterior, tanto el material de cama contaminado, 

el equipo de ordeño, el piso de pasillos y galpones de estabulación, 

salpicaduras de heces, agua y/o leche, pueden considerarse también como 

fuentes de K. pneumoniae (Schukken et al., 2012). En el mismo sentido, 

respecto de la epidemiología de K. pneumoniae, se describen también: rutas 

de transmisión oro fecales, contacto directo entre vacas, así como también los 

puntos fuente, mencionados anteriormente, que actúan como reservorios de 

esta bacteria en el ambiente interno de las granjas lecheras (Munoz et al., 

2007; Zadoks et al., 2011). Considerando lo descrito anteriormente, en casos 

de brotes de IMI por K. pneumoniae el principal desafío recae en la 

identificación certera y oportuna de las fuentes y/o reservorios involucrados 

dentro de la granja lechera (Zadoks et al., 2011).  

 

Presencia de biopelículas bacterianas en granjas lecheras 

Por otra parte, Latorre et al. (2010) describe por primera vez la presencia de 

biopelículas en equipos de ordeño y su rol como fuente y/o reservorio de 

patógenos mamarios dentro de las granjas lecheras. Por otra parte, una 

biopelícula, en consenso, se define como: comunidades microbianas 

adheridas de manera permanente a una superficie orgánica o inorgánica, 

cubiertas su vez, por una matriz polimérica extracelular autoproducida (Latorre 

et al., 2011; Wilson et al., 2017). Importantemente, la función de esta matriz 

polimérica extracelular consiste en proporcionar protección, estabilidad 
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estructural y una adecuada disponibilidad de nutrientes para los distintos 

microorganismos que habitan y se desarrollan al interior de la biopelícula 

(Flemming & Wingender, 2010). Más aún, la matriz polimérica extracelular 

también otorga mayor resistencia a antimicrobianos y a diversos factores 

estresantes exógenos (Latorre et al., 2011; Wilson et al., 2017; Brindhadevi et 

al., 2020; Wang et al., 2020). Por consiguiente, la presencia de biopelículas 

maduras dentro del equipo de ordeño es capaz de generar desprendimientos 

de células planctónicas que pueden a su vez propagarse, colonizar e infectar 

sitios lejanos a la biopelícula fuente (Chao et al., 2014; Guerra et al., 2022). 

Por otra parte, cabe destacar que la presencia de biopelículas en granjas 

lecheras ha sido reportada con mayor frecuencia durante la última década, 

principalmente asociada a equipos de ordeño con protocolos de higiene y 

manejo deficientes (Latorre et al., 2010, 2011, 2020; Latorre y Munoz, 2015, 

2019; Pacha et al., 2021). En este sentido, existen diferentes estudios que 

describen el rol activo de las biopelículas y la capacidad de adherencia de 

múltiples especies bacterianas de importancia para la salud mamaria y la 

salud pública (Latorre et al., 2010, 2011, 2020; Pacha et al., 2021). Dentro de 

las especies bacterianas involucradas en la formación de biopelículas se ha 

reportado principalmente la presencia de Pseudomonas spp., Bacillus spp., 

Listeria monocytogenes y Staphylococcus aureus y K. pneumoniae (Latorre 

et al., 2010, 2022). Particularmente, se describe la presencia de K. 

pneumoniae en biopelículas adheridas a equipos de ordeño en granjas 

lecheras (Latorre et al., 2022; Gonzalez-Cordova et al., 2024). En atención a 



 
 

 
 

 

10 

lo anterior, la formación de biopelículas en equipos de ordeño puede también 

considerarse como fuente epidemiológica de patógenos bacterianos que 

afectan la salud y calidad de leche en rebaños lecheros (Latorre et al., 2011). 

En complemento, a nivel mundial en medicina humana, K. pneumoniae es 

considerado uno de los principales agentes causantes de infecciones 

intrahospitalarias (Martin & Bachman, 2018; Wang et al., 2020). Junto a esto, 

la formación de biopelículas es uno de los mecanismos propuestos que 

explicaría la persistencia de K. pneumoniae en infecciones nosocomiales 

(Martin & Bachman, 2018; Massé et al., 2020; Wang et al., 2020; Wyres et al., 

2020). Por otra parte, en salud animal, diferentes estudios in vitro han descrito 

la habilidad de formación de biopelículas de cepas de K. pneumoniae 

provenientes de granjas lecheras (Schönborn et al., 2017; Massé et al., 2020; 

Gonzalez-Cordova et al., 2024). El primero de estos estudios, corresponde al 

realizado por Schönborn et al. (2017), en donde describen que el 90% de las 

cepas de Klebsiella, evaluadas in vitro mediante el método de tubo, presentan 

formación de biopelículas. Sin embargo, respecto del estudio anterior, es 

necesario mencionar que el método de tubo no es frecuentemente 

considerado como ensayo de consenso para evaluar la habilidad de formación 

de biopelículas bacterianas. Pese a este cuestionamiento, el estudio de 

Schönborn et al. (2017) es considerado como el primer reporte en materia de 

formación de biopelículas in vitro en cepas de Klebsiella procedentes de 

granjas lecheras. Por otro lado, el segundo estudio reportado corresponde al 

realizado por Massé et al., (2020), quienes describen que la totalidad de las 



 
 

 
 

 

11 

cepas de Klebsiella evaluadas por estos autores tienen la capacidad in vitro 

de producir biopelículas. En este punto cabe destacar, que ambos estudios 

utilizaron cepas de Klebsiella spp. aisladas de cuartos mamarios con cursos 

de infección clínico. No obstante, a diferencia del estudio realizado por 

Schönborn et al. (2017), la evaluación de formación de biopelículas reportada 

por Massé fue realizada utilizando el procedimiento de ensayo en placa de 

microtitulación (Microtiter Plate Assay; MPA). Más aún, utilizando métodos 

homólogos a los de Massé et al. (2020), Gonzalez-Cordova et al., (2024) 

también reportan la formación in vitro de biopelículas producida por cepas de 

K. pneumoniae y K. oxytoca aisladas tanto desde leche de estanque, como 

de biopelículas adheridas a equipos de ordeño. Por otra parte, respecto del 

cuadro clínico producido por las distintas cepas evaluadas, Massé et al. (2020) 

describen que no se observaron asociaciones significativas entre la formación 

de biopelículas entre las diversas cepas de Klebsiella y la severidad de los 

cuadros de IMI. Sumado a lo anterior, pero en otras especies bacterianas, 

Fidelis et al. (2024) también reportan que no hay una correlación directa entre 

la habilidad de formación de biopelículas de cepas de S. aureus y S. uberis, y 

la patogénesis expresada en las IMI subyacentes. Sin embargo, Latorre et al. 

(2020), reportan un rol activo en salud mamaria que poseen las cepas viables 

de S. aureus presentes en biopelículas adheridas a equipos de ordeño y el rol 

de reservorio que tienen estas biopelículas. Además de lo descrito 

anteriormente, la capacidad de formación de biopelículas en cepas de S. 

aureus sigue siendo reconocida como una característica crucial en la 
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patogénesis de esta bacteria en el curso de IMI (Latorre et al., 2020; Fidelis et 

al., 2024). Considerando estos últimos antecedentes y en contraste con los 

estudios existentes para S. aureus, aún no se reportan investigaciones que 

describan la asociación epidemiológica entre la habilidad de formación de 

biopelículas en K. pneumoniae y su participación como agente causal de IMI. 

Existiendo solo estudios que evalúan la adherencia de cepas de K. 

pneumoniae de aislados provenientes de biopelículas en equipos de ordeño 

y aislados provenientes de leche de tanque, y otro estudio donde no se 

contrasta el perfil de adherencia de aislados clínicos con aquellos 

provenientes de otras fuentes y reservorios. 

Por tanto, la siguiente investigación tiene como finalidad evaluar la habilidad 

de formación de biopelículas de cepas de K. pneumoniae aisladas de leche 

de cuartos con IMI de distintos planteles lecheros, y comparar estas 

habilidades de adherencia con aislados provenientes de leche de estanque y 

de adherencias a superficies de equipos de ordeño. 

 

 

Hipótesis: Aislados de Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa 

provenientes de cuadros de infección intramamaria poseen una alta 

capacidad de formación de adherencias in vitro en comparación con cepas 

aisladas desde leche de tanque y biopelículas nativas en equipos de ordeño.  



 
 

 
 

 

13 

II. OBJETIVOS 

Objetivo general 

Evaluar la habilidad de formación de adherencias in vitro de cepas de 

Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa aisladas desde cuartos 

con infección intramamaria, leche de estanque y biopelículas nativas en 

granjas lecheras de Chile 

 

Objetivos específicos 

1. Determinar la frecuencia de cepas de Klebsiella pneumoniae y 

Pseudomonas aeruginosa aisladas desde cuartos con infección 

intramamaria a través del uso de técnicas microbiológicas, genómicas 

y proteómicas. 

 

2. Caracterizar y evaluar la diversidad genética de cepas de Klebsiella 

pneumoniae mediante la técnica ERIC RAPD-PCR con alto poder de 

discriminación. 
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3. Evaluar la habilidad de formación de adherencias in vitro de cepas de 

Klebsiella pneumoniae provenientes de muestras de leche de cuartos 

con infección intramamaria, de leche de estanque y de adherencias a 

superficies de equipo de ordeño utilizando la técnica Microtiter Plate 

Assay. 

 

4. Comparar los perfiles de habilidad de formación de adherencias in vitro 

producida por cepas de Klebsiella pneumoniae procedentes de 

muestras de leche de cuartos con infección intramamaria, de leche de 

estanque y de adherencias a superficies de equipo de ordeño dentro 

de granjas lecheras. 
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III. MATERIALES Y METODO 

Recolección de muestras y selección de aislados bacterianos  

 

 

Para el presente estudio se utilizó un set de 56 aislados bacterianos obtenidos 

desde muestras de leche de cuartos bovinos con infección intramamaria (IMI) 

subyacente. El set de 56 aislados bacterianos utilizados en el presente estudio 

fue seleccionado de un total de 100 muestras de leche colectadas en el marco 

de un muestreo dirigido en la región de Los Ríos y Los Lagos durante el 

período comprendido entre octubre 2023 a junio de 2024. Este muestreo fue 

realizado en el marco de un proyecto colaborativo que incluía un muestreo y 

determinación de frecuencia de IMI producidas por patógenos putativamente 

ambientales. El número de vacas muestreadas dependió principalmente del 

número de casos que estuvieran dentro de los criterios de inclusión 

determinados por el proyecto al momento de las visitas a las granjas. Con 

respecto a los criterios de inclusión utilizados para el muestreo microbiológico, 

correspondieron a casos de mastitis clínica y subclínica de rebaños lecheros 

dentro de 10 granjas diferentes de la región de Los Ríos y de la región de Los 

Lagos. Junto a esto, se consideraron cuadros de mastitis clínica leves, 

moderados y severos, mientras que, para mastitis subclínica, se consideraron 

vacas con recuentos celulares somáticos mayores a 200.000 cél/mL 

(multíparas) y 100.000 cél/mL (primíparas). Luego de un aislamiento primario, 

los aislados putativamente ambientales fueron preseleccionados y 
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categorizados morfológicamente como posibles coliformes (Tabla 1.). 

Posteriormente, los aislados categorizados potencialmente como bacterias 

coliformes fueron enviados y recepcionados por nuestro equipo de calidad de 

leche de la Universidad de Concepción, para su posterior identificación, 

selección y evaluación para el presente estudio científico. Junto con lo 

anterior, la identificación bacteriana inicial para el set de 56 aislados 

bacterianos fue realizada según lo descrito por Munoz et al. (2006) basado en 

los procedimientos del Quality Milk Production Services (QMPS), Cornell 

University, Ithaca, NY, for bacteriological culture. En primer lugar, los aislados 

correspondientes al stock titulado “Brandon González Córdova” (BGC 

Isolates) fueron removidos brevemente desde su almacenamiento a -80°C 

(HAIER Biomedical, Qingdao, P.R, China) del Laboratorio de Investigación en 

Mastitis y Calidad de Leche (LIMCAL, Universidad de Concepción, Chillán, 

Chile). Luego se seleccionaron pequeños lotes de 5 viales para poder trabajar 

al mismo tiempo en un mini-cooler de mesón a -20 ºC y el resto de los aislados 

fueron devueltos inmediatamente al ultrafreezer de -80 °C para evitar la 

sobreexposición a temperatura ambiental. Junto a lo anterior y bajo 

condiciones asépticas, se realizó la apertura de los viales Microbank (Pro-Lab 

Diagnostics, Round Rock, TX) y se removieron las perlas utilizando asas de 

inoculación de 10 µL para sembrar directamente cada perla con el aislado 

respectivo a una placa de agar MacConkey (MacConkey Agar No. 3, CM0115, 

Oxoid Ltd.). Una vez sembradas las 55 placas con su respectivo aislado (BGC 

isolates), éstas se incubaron a 37° C overnight (20 h aproximadamente) en 
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una estufa de incubación (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA). 

Luego de su incubación, se procedió a evaluar visualmente cada una de las 

placas en busca de colonias de tipo Klebsiella spp. siguiendo el criterio 

descrito por Muñoz et al. (2006). Para la confirmación microbiológica de los 

potenciales aislados de Klebsiella spp. se realizó el “test de citrato” y “test de 

motilidad” para cada uno de los respectivos aislados, según describe el 

Consejo Nacional de la Mastitis (National Mastitis Council, 1999), con leves 

modificaciones (Tabla 2.). Para poder realizar tanto la prueba de citrato, como 

la prueba de motilidad, los 56 aislados bacterianos volvieron a sembrarse en 

una segunda placa de agar MacConkey y se incubaron a 37° C overnight (20 

h aproximadamente). Una vez obtenidos cultivos puros de los respectivos 

aislados, utilizando un asa de inoculación de 1 µL se procedió a inocular los 

slants (viales de agar biselado de Citrato de Simmons (Simmons citrate agar, 

Oxoid Ltd.). En paralelo, utilizando agujas de cultivo estériles también se 

inocularán los slants de medio “Motilidad-Indol-Ornitina” (M.I.O, Difco, Becton, 

Dickinson and Company, Sparks, MD). Luego se incubarán los viales de 

Citrato de Simmons y de Motilidad-Indol-Ornitina a 37° C durante 16 h 

aproximadamente. En el escenario de que de la prueba de citrato no fuera 

concluyente, se procedió a extender la incubación hasta las 24 h y se 

consideraron resultados positivos a Klebsiella spp. cuando el medio de color 

verde se tornó de color azul. Para esta prueba de citrato se utilizaron 

Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 como control positivo y E. coli ATCC 

25922 como control negativo. Por otra parte, para la prueba de motilidad se 
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utilizaron E. coli ATCC 25922 como control positivo y Klebsiella pneumoniae 

ATCC 13883 como control negativo. Se consideraron resultados positivos de 

esta prueba cuando el medio de motilidad se enturbió completamente. 

Además, la lectura de la reacción de motilidad fue realizada utilizando una 

prueba de “Indol spot test” (BBL DMACA indole reagent droppers, Becton, 

Dickinson and Co.), según describe Muñoz et al. (2006). Los aislados 

bacterianos se consideraron del género Klebsiella si resultaron ser “Citrato 

positivos” y “Motilidad negativos”. Junto con esto, para la identificación a nivel 

de especies de Klebsiella los resultados tanto de “Indol positivos”, como de 

“Indol negativos”, fueron considerados de la especie K. oxytoca y K. 

pneumoniae, respectivamente (Tabla 2.). Adicionalmente a esto, los aislados 

confirmados como positivos a Klebsiella spp. fueron identificados a nivel de 

especie mediante la técnica “Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization 

Mass Spectrometry” (MALDI-TOF MS), siguiendo las pautas descritas por 

Hulland et al. (2018). Por otro lado, como contraparte del análisis comparativo 

de habilidad de formación de adherencias in vitro, también se incluyó un set 

de 7 aislados de K. pneumoniae seleccionados, evaluados y descritos 

previamente en el estudio de Gonzalez-Cordova et al. (2024). El origen de 

estos 7 aislados de K. pneumoniae corresponde tanto a muestras de 

biopelículas en superficies de equipos de ordeño, como muestras de leche de 

tanque en 5 granjas lecheras de la región de Ñuble, respectivamente. 

Además, estos aislados de K. pneumoniae también fueron identificados a nivel 

de especie mediante la técnica MALDI-TOF MS, siguiendo los procedimientos 
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descritos por Hulland et al. (2018). Considerando un score de identificación ≥ 

2.0 según las instrucciones de VITEK® MS (bioMérieux SA, Marcy-l'Étoile, 

France). Por otro lado, la habilidad de formación de adherencia in vitro de 

estos aislados de K. pneumoniae fue evaluada mediante la técnica de ensayo 

en placas de microtitulación (Microtiter Plate Assay; MPA), según lo descrito 

por Latorre et al. (2011).  
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Tabla 1. Criterios de caracterización morfológica de las colonias de coliformes 

aisladas en agar Columbia-Sangre y agar MacConkey de muestras de leche 

individual de vacas con infecciones intramamarias en las regiones de Los Ríos 

y de Los Lagos durante el periodo de octubre del 2023 a junio del 2024, según 

describe el Consejo Nacional de la Mastitis (NMC, 2017), con modificaciones. 

1Definición propuesta del autor para referirse de manera descriptiva a la expresión fenotípica 

característica de Escherichia coli en agar MacConkey, definida principalmente por el color de las 

colonias y la forma aserrada de sus bordes. 2Precipitado de sales biliares producido por Escherichia coli 

en agar MacConkey, el cual se manifiesta en forma de halo rosado oscuro debajo de las colonias 

bacterianas. 

 

 

 

 

Especie 

Coliforme 

Morfología bacteriana en 

Agar Columbia Sangre 

Morfología bacteriana en 

Agar MacConkey 

 

Escherichia coli 

 
Colonia bacteriana de 2-4 mm, 
de color gris, húmeda, brillante y 
con forma redondeada. Pueden 
presentar hemólisis en < 15% de 
los cultivos. 
 

 
Colonia bacteriana de 2-4 mm, 
de color rosado intenso-rojizo, de 
elevación plana, seca, textura 
cremosa y borde aserrado (forma 
pseudo estrellada o “flor de 
cerezo”1). Presenta halo rosado 
en agar PDSB2. 
 

Klebsiella spp. Colonia bacteriana de 2-5 mm, 
de color gris, húmeda, brillante,  
de textura mucoide y borde 
definido. 
 

Colonia bacteriana de 2-4 mm, 
de color rosado-amarillo, de 
elevación convexa (forma de 
domo), húmeda, brillante, textura 
mucoide y de borde definido. Sin 
presencia de halo rosado por 
PDSB2. 
 

Enterobacter spp. Colonia bacteriana de 3-5 mm, 
de color gris, húmeda, de textura 
mucoide y borde definido. 

Colonia bacteriana de 2-4 mm, 
de color rosado claro-traslúcido, 
de elevación plana, seca, textura 
mucosa con leve coalescencia. 
Sin presencia de halo rosado por 
PDSB2. 
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Tabla 2. Criterios de interpretación de perfiles bioquímicos y pruebas de 

motilidad para el diagnóstico presuntivo de especies bacterianas coliformes 

de muestras de leche individual de vacas con infecciones intramamarias en 

las regiones de Los Ríos y de Los Lagos durante el periodo de octubre del 

2023 a junio del 2024, según describe el Consejo Nacional de la Mastitis 

(NMC, 2017), con modificaciones. 

1Sin clasificación, corresponden a especies bacterianas que presentan resultados negativos 

en las tres pruebas respectivas y no pueden categorizarse en ninguna de las especies de 

coliformes evaluadas. +: resultado positivo a la prueba; -: resultado negativo a la prueba. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Especie Coliforme 

Prueba 

de 

Motilidad 

Prueba de Citrato 
Prueba de 

spot indole  

Escherichia coli  + - + 

Klebsiella pneumoniae - + - 

Klebsiella oxytoca - + + 

Enterobacter spp. + + - 

S/C1 - - - 
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Extracción de ADN de aislados para caracterización molecular 

La extracción de ADN para caracterización molecular de Klebsiella spp. se 

llevó a cabo siguiendo las pautas descritas por Muñoz et al. (2007), basadas 

en los procedimientos del Quality Milk Production Services (QMPS), Cornell 

University, Ithaca, NY, con leves modificaciones. En primer lugar, se 

seleccionaron los lisados a preparar dependiendo del número de aislados que 

se hayan identificado positivamente como K. pneumoniae. Estos aislados se 

volvieron a recuperar desde el stock -80° C siguiendo las pautas descritas por 

Muñoz et al. (2006) basado en los procedimientos del Quality Milk Production 

Services (QMPS), Cornell University, Ithaca, NY, for bacteriological culture. 

Posteriormente utilizando asas de inoculación de 1 µL se seleccionaron las 

colonias aisladas de los respectivos aislados y se sembraron en placas TSA 

(BD, Sparks, MD, USA) Luego se incubaron las placas sembradas a 37° 

durante 24 h y se evaluó el crecimiento en las placas para asegurar la 

obtención de un cultivo puro. Además, se incluyeron los controles positivos y 

negativos, los cuales corresponden a K. pneumoniae ATCC 13883 y P. 

aeruginosa ATCC 15442, respectivamente. Adicionalmente, se incluyeron en 

el procedimiento de extracción un control de medio correspondiente a caldo 

BHI sin inocular. Junto a esto, se utilizaron tubos de cultivo con 3 mL de caldo 

BHI (BD, Sparks, MD, USA) rotulados con iniciales, fecha, lote e identificación 

del aislado para inocular las colonias cultivadas anteriormente; se flamearon 

los tubos después de abrir y antes de cerrar su tapa. Los tubos inoculados se 
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incubaron a 37 °C por 4 h (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA), 

y se evaluó el desarrollo bacteriano mediante la turbidez del medio y 

verificando además la transparencia del control negativo sin inóculo 

bacteriano. Luego se procedió a traspasar 95 µL de caldo BHI de cada aislado 

respectivo y 95 µL de caldo BHI de los controles incubados a tubos de 

microcentrífuga de 1,5 mL, rotulados previamente. Los tubos de 

microcentrífuga con los 95 µL de caldo bacteriano fueron centrifugados a 

13.000 r.p.m. durante 10 min (Spectrafuge 24D Labnet, Edison, NJ, USA). 

Luego se retiró el sobrenadante de cada tubo y el pellet fue re suspendido 

agregando 95 µL de 1X TE buffer Molecular grade 10 nM tris-HCl: 1 nM EDTA: 

pH 8.0 (Promega Corporation, Madison, WI, USA). Posteriormente, los tubos 

re suspendidos fueron sometidos a 100°C por 10 min en un baño seco digital 

(AccuBlock® Labnet, Edison, NJ, USA) y se dejaron enfriar durante 10 min a 

temperatura ambiente. Finalmente, se les aplicó a los tubos re suspendidos 

una rápida centrifugación a 13.000 r.p.m. y luego fueron refrigerados a -20 °C 

para la mantención de los productos de DNA correspondientes a cada uno de 

los aislados. 
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Tipificación molecular de aislados por RAPD-PCR 

La tipificación de las cepas fue realizada a través de la amplificación aleatoria 

de ADN polimórfico (RAPD-PCR), siguiendo las pautas descritas por Muñoz 

et al. (2007). Para este procedimiento se utilizaron los extractos de ADN de 

las cepas de K. pneumoniae obtenidos con anterioridad, los cuales fueron 

almacenados a -20° C en el congelador. Los primers a utilizar correspondieron 

a “ERIC-2/ERIC-1026” (5’-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3’ y 5’-TAC 

ATTCGAGGACCCCTAAGTG-3’, respectivamente). Además, para la 

configuración del termociclador (Labnet, Edison, NJ, USA) se utilizaron las 

condiciones de ciclos descritas por Vogel et al. (1999). En primer lugar, se 

procedió a realizar la preparación del mix de PCR, en donde fue utilizada 

GoTaq Green G2 Master mix® (Promega Corporation, Madison, WI, USA), 

dH2O y el ADN extraído correspondiente a cada una de las cepas de K. 

pneumoniae seleccionadas. Previo a la realización de la amplificación de los 

productos de PCR en el termociclador, también se agregaron los diferentes 

controles, una cepa K. pneumoniae ATCC 13883 como control positivo, una 

cepa Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 como control negativo, un 

control negativo sin inóculo y un control negativo de agua con calidad 

molecular. Posteriormente, para realizar la electroforesis de los productos 

amplificados, fue utilizado un gel de agarosa de grado analítico al 1.5% 

(Fermelo Biotec, Providencia, SA, Chile) en conjunto a una solución de corrida 

correspondiente a TBE buffer 1X Molecular grade 89 nM Tris-borato: 89 nM 

ácido bórico: 2 nM EDTA: pH 8.3 (Promega Corporation, Madison, WI, USA). 
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Además, dentro de los pocillos del gel fue agregada en ambos extremos una 

escalera molecular de 100bp DNA Ladder/ Gel Loading Dye, Purple (6X), no 

SDS (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA). Los productos de PCR se 

cargarán en 16 pocillos de 1.5 mm y se agregará TBE buffer 0.5X Molecular 

grade 44,5 nM Tris-borato: 44,5 nM ácido bórico: 1 nM EDTA: pH 8.3 

(Promega Corporation, Madison, WI, USA) junto al gel dentro en la cámara. 

Posteriormente, se procederá a correr el gel de agarosa cargado con los 

productos durante 2 h a 95 V utilizando una cámara de electroforesis 

horizontal (Labnet, Edison, NJ, USA). Luego de realizada la corrida de 

electroforesis y la migración de los productos de PCR, se preparó una solución 

de tinción de 200 mL, en donde fue agregada agua destilada estéril, NaCl y 

una tinción GelRed® a 3000x (Biotium Inc., Fremont, CA, USA). Finalmente, 

una vez teñido durante 1 h, el gel fue visualizado a través de un 

transiluminador ultravioleta ENDURO™ GDS (Labnet, Edison, NJ, USA), 

utilizando el software GDSLAB, en el Laboratorio de “Zoología y Vida 

Silvestre”, Universidad de Concepción. 
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Ensayos en placas de microtitulación (Microtiter Plate Assay; MPA) 

Se realizaron ensayos en placas de microtitulación para determinar 

cualitativamente la habilidad de adherencia in vitro que presenta cada uno de 

los aislados de K. pneumoniae, siguiendo el protocolo descrito por Latorre et 

al. (2011), con modificaciones. En primer lugar, se volvieron a recuperar una 

vez más los aislados seleccionados de K. pneumoniae del stock -80°C, 

siguiendo las pautas del Quality Milk Production Services (QMPS), Cornell 

University, Ithaca, NY, for bacteriological culture, utilizadas anteriormente para 

el análisis microbiológico y caracterización molecular según lo descrito por 

Muñoz et al. (2006). Luego de esto, se sembraron nuevamente las placas con 

los aislados de K. pneumoniae seleccionados y fueron incubados a 37° C 

overnight. Al día siguiente, se removieron las placas de incubación y se 

verificó el crecimiento y la pureza de los cultivos. Junto a esto, fueron 

seleccionadas las colonias aisladas y utilizando un asa o loopful 1 µL de cada 

cultivo, se inocularon 10 mL de caldo tripticasa de soya (TSB) (BD, Sparks, 

MD, USA), los cuales se incubaron a 37°C por 18 h (Thermo Fisher Scientific 

Inc., Waltham, MA, USA). Además, se incluyeron: las cepas K. pneumoniae 

ATCC 13883 y K. pneumoniae BGC-097 (control interno altamente formador 

de adherencias) como controles positivos, una cepa K. pneumoniae BGC-094 

(control interno con baja formación de adherencias) como control negativo y 

un control de análisis negativo del caldo TSB sin inóculo. Luego de remover 

los cultivos TSB de incubación, pasadas las 18 h, se transfirieron 100 µL de 

cada TSB cultivado a 10 mL nuevos de TSB (BD, Sparks, MD, USA), los tubos 
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se mezclarán en “vortex” de manera homogénea (10 s cada uno). 

Posteriormente, utilizando una micropipeta de 100-1000 µL y puntas con filtro 

estériles de 1000 µL, se transfirieron 100 µL de cada cultivo de TSB diluido a 

8 pocillos de una microplaca estéril de Poliestireno (PE) de 96 pocillos con 

fondo plano (Corning Incorporated, Corning, NY, USA). Una vez llenados 

todos los pocillos de la placa (incluyendo el control blanco), cada microplaca 

fue cubierta por una tapa de poliestireno estéril (Corning Incorporated, 

Corning, NY, USA) y fueron incubadas a 37 °C por 24 h. Pasado el período de 

incubación, los cultivos en microplaca fueron removidos de la estufa y se 

documentaron los ensayos con una fotografía de placa completa. 

Posteriormente, se removieron los cultivos de cada uno de los pocillos de la 

microplaca utilizando una micropipeta multicanal con puntas estériles de 200 

µL. Una vez vaciados los pocillos, estos fueron lavados 3 veces con 150 µL 

de agua destilada estéril y luego se dejaron secar al aire durante 45 min. 

Luego de que las microplacas se encontraran secas, se procedió a teñir cada 

pocillo con 150 µL de cristal violeta al 1% (Merck, Darmstadt, Germany) y se 

dejó actuar la tinción durante 45 min. Una vez pasado el tiempo de tinción, se 

removieron los 150 µL de cristal violeta de cada pocillo y se procedió a lavar 

3 veces utilizando 150 µL de agua destilada estéril. Una vez retirada la tinción 

y lavados los pocillos, la microplaca fue invertida y golpeada suavemente con 

una toalla de papel para remover el remanente de agua, y fueron secadas al 

aire. En este punto fue documentado nuevamente el resultado del ensayo con 

una fotografía de placa completa y las microplacas fueron almacenadas hasta 
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el respectivo ensayo cuantitativo. En este punto cabe destacar, que todas las 

placas del ensayo se prepararon por duplicado y el experimento general se 

realizó por triplicado. Por otra parte, para el ensayo cuantitativo, 

primeramente, se agregaron 150 µL de etanol al 95% (Merck, Darmstadt, 

Germany) a cada uno de los pocillos para solubilizar la adherencia bacteriana 

teñida producida por cada aislado. Luego de la re solubilización, las 

microplacas fueron cubiertas con sus respectivas tapas de poliestireno y se 

incubaron a 4°C durante 30 min. Una vez retiradas las microplacas de su 

incubación, se mezclaron brevemente los contenidos de cada pocillo 

pipeteando cuidadosamente 10 veces cada uno de ellos. Posteriormente se 

transfirieron 100 µL de la solución tinción/etanol solubilizada a una nueva 

microplaca de PE de 96 pocillos con fondo plano. Estas nuevas microplacas 

que contuvieron la mezcla de tinción/etanol solubilizada, fueron sometidas a 

la evaluación y lectura de la densidad óptica (OD) a 590 nm a través de un 

espectrofotómetro de microplacas EPOCH BioTek™ (BioTek, Winooski, VE, 

USA), utilizando el software Gen5™ en el “Laboratorio de Biotecnología 

Animal” de la Universidad de Concepción. 
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Análisis de los resultados 

Los resultados generales obtenidos en este estudio fueron analizados 

utilizando parámetros de estadística descriptiva. La diversidad de los aislados 

se evaluó utilizando el índice de diversidad de Simpson (SID; Simpson’s Index 

of Diversity) según describen Grundmann et al. (2001) y Muñoz et al. (2007), 

considerando un rango de valores desde 0 (no existe diversidad) a 1 

(extremadamente diverso) (Hunter y Gaston, 1988). Respecto a los resultados 

de la evaluación, diferencias con valores de p menores o igual a 0,05 fueron 

consideradas significativas. Junto a esto, la categorización de relación 

genética y epidemiológica de los patrones de banda de cada aislado obtenidos 

mediante RAPD-PCR, fue realizada según describe Tenover et al. (1995), en 

conjunto con la lectura, visualización y criterio de diferenciación de dos 

evaluadores independientes. Por otra parte, para el análisis de resultados de 

los ensayos placa de microtitulación se siguieron las pautas descritas por 

Stepanovic et al. (2000), con modificaciones basadas en el método 

estandarizado propuesto por Munoz et al. (2024). En primer lugar, una vez 

obtenidos los resultados de las lecturas, se calcularán los promedios de las 

OD 590 nm de todas las repeticiones del experimento. Luego, el promedio del 

control blanco de cada placa fue restado al promedio de cada cepa de K. 

pneumoniae y P. aeruginosa evaluada en las placas respectivas. Todas las 

cepas se clasificarán en las siguientes categorías según su habilidad de 

formación de adherencia in vitro: baja, media, media alta y alta, 

respectivamente. Esta categorización fue realizada evaluando la relación de 



 
 

 
 

 

30 

adherencia (RA) correspondiente entre el OD promedio de cada cepa, con 

respecto del OD promedio del control de baja formación de adherencia in vitro. 

Luego de calculada la RA respectiva para cada una de las cepas, esta RA 

promedio se corregirá por el logaritmo natural [Loge(x)], permitiendo así, poder 

tener un valor promedio que se ajuste de mejor manera a la distribución 

normal del comportamiento de formación de adherencias bacterianas en el 

medio ambiente nativo y a los factores involucrados en su desarrollo.  

In (𝑥) 

In(𝑥) = loge (𝑥) 

In(𝑥) = y    ey = 𝑥 

El modelo matemático utilizado en el presente estudio para poder calcular la 

habilidad de adherencia bacteriana in vitro corresponde a la propuesta 

descrita por Munoz et al. (2024) presentada en la “International Dairy 

Federation World Dairy Summit, 2024”, Paris, Francia. 
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Identificación microbiológica de los aislados bacterianos 

En primer lugar, luego de la evaluación microbiológica del set de 56 aislados 

identificados a nivel de especies utilizando técnicas y criterios de 

microbiología convencional de consenso internacional para identificación de 

bacterias coliformes (Tabla 1. y Tabla 2.), se pudieron obtener los siguientes 

resultados en términos de frecuencia y distribución relativa de especies 

bacterianas. La gran mayoría de los aislados analizados primariamente en 

este estudio correspondió a E. coli y a K. pneumoniae, con un 58,93% de las 

muestras (n=33) y un 25,00% (n=14), respectivamente. En un segundo plano, 

podemos encontrar a Prototheca spp., a K. oxytoca, S. uberis y Enterobacter 

spp., con 5,36% (n=3), 3,57% (n=2), 1,79% (n=1) y 1,79% (n=1), 

respectivamente (Fig. 1.). Finalmente, dentro de este primer análisis, hubo un 

3,57% de las muestras (n=2) el cual no se pudo clasificar por falta de precisión 

en la metodología empleada para identificación convencional (Fig. 1.). En 

términos generales dentro esta primera evaluación, se lograron observar 

algunos resultados esperados en término frecuencia de aislamiento de ciertas 

especies bacterianas provenientes de casos de IMI en rebaños lecheros. Para 

el caso de bacterias del grupo coliformes aisladas de IMI, los resultados 

iniciales condicen con lo reportado en estudios de diferentes países, en donde 

se mantiene una predominancia de E. coli, junto con K. pneumoniae en 

segundo lugar (Bradley et al., 2007; Riekerink et al., 2008; Oliveira et al., 
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2013). Sin embargo, uno de los resultados que sorprendió en este punto, fue 

la frecuencia de Prototheca spp., considerando que el método de aislamiento 

estaba orientado para preselección e identificación de especies bacterianas 

coliformes (Tabla 1. y Tabla 2.). El anterior comportamiento sigue la tendencia 

de que las IMI producidas por Prototheca spp., son cada vez más frecuentes 

tanto en nuestro país, como en otras partes del mundo (Gonçalves et al., 

2015; Rodriguez et al., 2025). Por otro lado, tanto K. oxytoca, como 

Enterobacter spp., eran especies bacterianas esperadas en la evaluación 

primaria de las muestras preseleccionadas de bacterias coliformes, y 

condicen con lo descrito en términos de prevalencia en otros estudios (Pirner 

et al., 2024). Por último, tanto para el aislado identificado como posible S. 

uberis, como para los aislados bacterianos sin clasificar (S/C), al no ser 

objetivos del presente estudio por no pertenecer al grupo de coliformes, 

solamente se reportaron de esa manera como diagnósticos presuntivos. 
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Figura 1. Frecuencia y distribución relativa porcentual inicial (n=56) de 

especies bacterianas identificadas mediante técnicas de microbiología 

convencional de consenso internacional de muestras de leche individual de 

vacas con infecciones intramamarias en las regiones de Los Ríos y de Los 

Lagos durante el período de octubre del 2023 a junio del 2024. 

 

Luego de la evaluación e identificación inicial de especies coliformes, fue 

revisada detalladamente la información del “background” epidemiológico de 

los posibles aislados de K. pneumoniae. En base a la disponibilidad completa 

de la información epidemiológica para trazabilidad de cada una de las 

muestras, se seleccionaron de manera estratégica 11 de los 14 aislados 

presuntivos de K. pneumoniae para ratificación a nivel de especie mediante la 

técnica proteómica MALDI-TOF MS (Tabla 3.) Los 11 aislados seleccionados 

presentaban fecha del evento, tipo de evento, detalles del animal y la granja. 

n total= 56 aislados 
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Tabla 3. Selección de aislados presuntivos de Klebsiella pneumoniae 

identificados mediante microbiología convencional para ratificación a nivel de 

especie mediante técnica MALDI-TOF MS, según describe (Hulland et al., 

2018). Considerando un score de identificación ≥ 2.0 según las instrucciones 

de VITEK® MS (bioMérieux SA, Marcy-l'Étoile, France). 

1IMI: infección intramamaria. 2Sin identificación. 3MALDI TOF MS: técnica proteómica de 

identificación de especies bacteriana, definida como “Matrix Assisted Laser 

Desorption/Ionization Mass Spectrometry”. 

 

 

Una vez obtenidos los resultados de la ratificación por MALDI-TOF, pudimos 

observar que nuestros 11 aislados presuntivos de K. pneumoniae y candidatos 

para las siguientes evaluaciones de tipificación genética y formación de 

adherencia in vitro, finalmente correspondían a otras especies bacterianas 

(Tabla 3.). Luego de obtenidos los resultados de este nuevo set de 11 aislados 

candidatos confirmados por proteómica, pudimos observar una actualización 

tanto de frecuencia, como de distribución relativa de especies bacterianas 

Cepa Origen Granja 
Diagnóstico 

presuntivo  

Ratificación vía MALDI-

TOF3 

B04 IMI1 2 K. pneumoniae Pseudomonas aeruginosa 

B05 IMI1 2 K. pneumoniae Pseudomonas aeruginosa 

B06 IMI1 S/I2 K. pneumoniae Pseudomonas fluorescens 

B07 IMI1 1 K. pneumoniae Escherichia coli 

B10 IMI1 1 K. pneumoniae Serratia liquefaciens 

B12 IMI1 1 K. pneumoniae Escherichia coli 

B42 IMI1 S/I2 K. pneumoniae Pseudomonas fluorescens 

B53 IMI1 6 K. pneumoniae S/I2 

B62 IMI1 9 K. pneumoniae Ranhella aquatilis 

B69 IMI1 10 K. pneumoniae Lelliottia amnigena 

B71 IMI1 11 K. pneumoniae Pseudomonas fluorescens 



 
 

 
 

 

35 

dentro del estudio.  Estos indicadores desprendidos de la identificación 

bacteriana actualizada corresponden a: E. coli 62,50% (n=35), Prototheca 

spp. 5,36% (n=3), Pseudomonas fluorescens 5,36% (n=3), Pseudomonas 

aeruginosa 3,57% (n=2), K. oxytoca 3,57% (n=2), S. uberis 1,79% (n=1), 

Enterobacter spp. 1,79% (n=1), Serratia liquefaciens 1,79% (n=1), Ranhella 

aquatilis 1,79% (n=1), y Lelliottia amnigena 1,79% (n=1), respectivamente 

(Fig. 2.). Además, de las especies bacterianas identificadas y ratificadas, la 

frecuencia del grupo de aislados sin clasificación también se modificó, 

observando un aumento hasta el 10,71% (n=6) de la distribución relativa 

porcentual del total de aislados evaluados en este estudio (Fig. 2.). Con 

respecto a los nuevos hallazgos, es interesante observar que especies 

bacterianas como R. aquatilis, L. amnigena y P. fluorescens las cuales están 

más asociadas a contaminación de productos lácteos en la industria 

procesadora, puedan ser aisladas desde IMI en rebaños lecheros (ADSA, 

2022; Sanschagrin et al., 2024). Por otro lado, especies como P. aeruginosa 

y S. liquefaciens, si han sido descritas como patógenos causantes de brotes 

de IMI en rebaños lecheros (Todhunter et al., 1991; Daly et al., 1999). Junto a 

lo anterior, y considerando que pueden darse resultados de este tipo, fue 

mandatorio tener que buscar y barajar alternativas de redirección estratégica 

en cuanto a los objetivos de este estudio, con la finalidad de poder darle 

utilidad científica a los resultados obtenidos en esta investigación. Es por esto 

por lo que, bajo este escenario de resultados, la mejor avenida bajo el criterio 

técnico de nuestro equipo fue continuar las evaluaciones propuestas en este 
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estudio utilizando las cepas de P. aeruginosa obtenidas de muestras de leche 

con IMI subyacente (n=2). Dentro de los criterios de elección para tomar esta 

decisión podemos mencionar, que tanto P. aeruginosa, como K. pneumoniae 

son patógenos gramnegativos de cohorte ambiental y poseen la capacidad de 

producir IMI en rebaños lecheros (Roberson et al., 2004; Munoz & Zadoks, 

2007; Munoz et al., 2007; Rowe & Tranter, 2014; Schauer et al., 2021; Petridou 

et al., 2021). Por otro lado, ha sido descrita la presencia de ambos patógenos 

asociada a biopelículas tanto en superficies de material intrahospitalarios, 

asociado a infecciones nosocomiales según reportan Martin & Bachman 

(2018) y Wang et al. (2020) para K. pneumonaie, y según reportan Lee et al. 

(2017) y Kim et al. (2016) para P. aeruginosa. Además de también estar 

descrita la presencia y participación tanto de K. pneumoniae, como P. 

aeruginosa en biopelículas asociadas a superficies de equipos de ordeño de 

granjas lecheras  (Latorre et al., 2010, 2022; Gonzalez-Cordova et al., 2024). 

Es por lo anterior, que las próximas evaluaciones presentadas durante esta 

investigación, tendrán la participación de cepas de ambas especies, K. 

pneumoniae proveniente de BTM y AMES (Tabla 5.), y P. aeruginosa,  

proveniente de IMI de curso subclínico y BTM, respectivamente (4.). Las 

cepas de P. aeruginosa provenientes de BTM, fueron seleccionadas 

estratégicamente desde el stock de BGC-Isolates (Laboratorio LIMCAL, 

Universidad de Concepción, Chillán). Estas cepas de P. aeruginosa fueron 

colectadas en el marco de un proyecto de investigación anterior en 7 granjas 

diferentes de la región de Ñuble.  
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Figura 2. Frecuencia y distribución relativa porcentual actualizada (n=56) de 

especies bacterianas identificadas mediante técnicas de microbiología 

convencional de consenso internacional y confirmadas mediante MALDI-TOF 

de muestras de leche individual de vacas con infecciones intramamarias en 

las regiones de Los Ríos y de Los Lagos durante el período de octubre del 

2023 a junio del 2024. S/C: sin clasificar.  

 

 

 

n total= 56 aislados 
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En este punto del estudio es donde podemos postular que las técnicas 

microbiológicas convencionales para la identificación y caracterización 

morfológica de bacterias del grupo coliformes necesitan precisarse y 

actualizarse. Lo anterior debido a que, pese a seguir completamente los 

procedimientos y protocolos de estándar internacional, se presentó una 

brecha en la sensibilidad de las pruebas para poder identificar a nivel de 

especies algunas bacterias como K. pneumoniae, K. oxytoca y Enterobacter 

spp. principalmente, ya que E. coli, es bastante más sencilla de diferenciar por 

la morfología de sus colonias en agar MacConkey (Tabla 1.). 
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Caracterización y tipificación molecular de cepas de K. pneumoniae y P. 

aeruginosa 

La mayoría de los aislados analizados (n=16; 7 de K. pneumoniae y 9 de P. 

aeruginosa) correspondieron a aislados obtenidos desde muestras de leche 

de tanque (BTM). Junto a esto, de los aislados obtenidos de BTM, 7 (43,75%), 

4 (25,00%) correspondió a P. aeruginosa y K. pneumoniae, respectivamente. 

Por otro lado, con respecto a los aislados obtenidos desde muestras de IMI y 

AMES,  correspondieron a 2 (12,50%) P. aeruginosa y 3 (18,75%) K. 

pneumoniae, respectivamente. El número máximo de cepas de una misma 

granja corresponde a 2 (12,50%), tanto de P. aeruginosa (granja n° 1) y K. 

pneumoniae (granja n°12 y n°13). Las demás cepas de ambas especies 

provienen desde distintas granjas lecheras, entre la región de Los Ríos y la 

región de Ñuble (Tabla 4. y Tabla 5.).  

Los 16 aislados totales tipificados mediante RAPD fueron separados por 

especie en dos grupos, un grupo de 9 P. aeruginosa y otro grupo 7 K. 

pneumoniae, respectivamente. Evaluando así, dos grupos completamente 

independientes. Cada uno de estos grupos, a su vez, fueron evaluados por 

dos investigadores independientes y categorizados según el criterio descrito 

por Tenover et al. (1995). Como resultado de este análisis, se identificaron 8 

tipos RAPD principales para P. aeruginosa (A, B, C, D, E, F, G y H), en donde 

el tipo RAPD A, fue el más frecuentemente aislado (n=2), siendo categorizado 

como cepas con patrones de banda indistinguibles, por lo cual podemos 
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asumir que la misma cepa de P. aeruginosa. Por otro lado, los otros 7 tipos 

RAPD (B, C, D, E, F, G y H), fueron categorizados como cepas con patrones 

de bandas no relacionados entre ellas (Figura 3. y Tabla 5.). Con respecto a 

resultado de las cepas de K. pneumoniae, se identificaron 5 tipos RAPD 

principales (A, B, C, D, E), en donde tanto el tipo RAPD A y B, fueron los más 

frecuentemente aislados (n=2). Tanto las dos cepas de tipo RAPD A, como 

las dos cepas de tipo RAPD B, se categorizaron como patrones de banda 

indistinguibles para cada uno de los tipos. Sin embargo, los otros 3 tipos 

RAPD (C, D y E), fueron categorizados como cepas con patrones de bandas 

no relacionados entre ellas (Figura 4. y Tabla 5.). Cabe destacar que la 

totalidad de los tipos RAPD A, tanto para P. aeruginosa (n=2) como para K. 

pneumoniae (n=2) y el tipo RAPD B de K. pneumoniae (n=2), fueron aislados 

exclusivos dentro de sus respectivas granjas (granja n°1, n°12 y n°13, 

respectivamente), diferenciándose completamente de las cepas de otras 

granjas (Tabla 4. y Tabla 5.). 

 

 

 



 
 

 
 

 

41 

 

Figura 3. Patrones de banda de aislados de Pseudomonas aeruginosa 

obtenidos mediante RAPD-PCR utilizando set de primers ERIC2 - ERIC1026, 

para tipificación molecular de 9 aislados según describe Munoz et al. (2007), 

recuperados de infecciones intramamarias subclínicas y leche de tanque, 

provenientes 1 granja de la región de Los Ríos y 7 granjas diferentes en la 

región del Ñuble, respectivamente. 

L: DNA Ladder 100 bp. (+): ATCC 15442 P. aeruginosa. (-): (de izquierda a derecha), ATCC 

13883 K. pneumoniae y control sin inóculo, respectivamente. W: control negativo H20. 

 

En base a los resultados obtenidos, la información epidemiológica de las 

cepas de P. aeruginosa tipo RAPD A (granja n°1), indican que ambas 

provienen de IMI de curso subclínico de diferentes cuartos mamarios, dentro 

de la misma vaca. Con una diferencia de 3 semanas entre ambos casos de 

IMI. Esto podría sugerir, la posibilidad de un caso de IMI por P. aeruginosa de 

tipo contagioso entre diferentes cuartos mamarios. Sin embargo, también 

debemos considerar la posibilidad de un “punto fuente” que actúe como 

reservorio de este patógeno ambiental y ubicuo dentro de los planteles 

lecheros. Con respecto a los reservorios más frecuentes de P. aeruginosa en 

granjas lecheras, deberíamos considerar diferentes superficies húmedas en 
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el ambiente de la granja y abastecimientos de agua contaminados. Al mismo 

tiempo P. aeruginosa también tiene la capacidad de transformar objetos en 

fomites de diferentes naturalezas, como lo pueden ser dippings, tratamientos 

antibióticos, material de cama, y toallas para el secado de los pezones en la 

rutina de pre ordeño, todos contaminados por este patógeno de cohorte 

ambiental (Daly et al., 1999; Schauer et al., 2021). Sumado a lo anterior, 

también está descrito que dentro de la paleta de factores de virulencia de P. 

aeruginosa, que le permiten invadir y generar daño en tejido glandular, 

también se encuentra la capacidad de secretar sustancia polímericas para 

crear una matriz que promueve la formación de biopelículas (Thi et al., 2020). 

Sin embargo, hasta la fecha, no hay ningún estudio que describa  la capacidad 

de poder producir IMI de carácter contagioso entre vacas o entre cuartos, 

considerando que las cepas de P. aeruginosa tipo RAPD A (B04 y B05), no 

son precisamente una cepa que posea una alta habilidad de adherencia a 

superficies, comparadas con las cepas de las BTM (Tabla 5.). 
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Figura 4. Patrones de banda de aislados de Klebsiella pneumoniae obtenidos 

mediante RAPD-PCR utilizando set de primers ERIC2 - ERIC1026, para 

tipificación molecular de 7 aislados según describe Munoz et al. (2007), 

recuperados de leche de estanque y adherencias en superficies de equipo de 

ordeño, provenientes de 10 granjas diferentes en la región del Ñuble.  

L: DNA ladder. (+): ATCC 13883 K. pneumoniae. (-): (de izquierda a derecha) ATCC 15442 

P. aeruginosa y control sin inóculo, respectivamente. W: control negativo H20.  

 

Considerando los diferentes tipos de RAPD tanto para P. aeruginosa, como 

para K. pneumoniae, la diversidad de cepas de P. aeruginosa obtenidas a 

partir de IMI y BTM  resultó en un SID, de 0,97,  teniendo en cuenta que 

además del tipo RAPD A (n=2), las demás cepas provienen todas de granjas 

no relacionadas entre sí (desde la granja n°2 hasta la granja n°8). En cambio, 

la diversidad para cepas de K. pneumoniae obtenidas a partir de BTM y AMES 

resultó en un SID, de 0.90, aun considerando que el total de las cepas (RAPD 

A, B, C, D, E) provienen de 5 granjas diferentes, sabiendo que A (n=2) y B 

(n=2) provienen de las mismas granjas de origen (granja 12 y granja n°13, 

respectivamente). El resultado anterior indica que, si se toman dos cepas al 
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azar dentro de la población de P. aeruginosa aislada IMI y BTM, hay un 97% 

de probabilidades que sean diferentes, sin embargo, para la población de K. 

pneumoniae aislada de BTM y AMES, hay un 90% de probabilidades de que 

sean diferentes. Esto es, considerando significativo diferencias en valor de p 

iguales o menores a 0,05. Junto a lo anterior, la gran diversidad de cepas de 

P. aeruginosa provenientes desde muestras de BTM desde diferentes granjas 

condice completamente con lo descrito según Gagnon et al. (2025). Por otro 

lado, el poder de discriminación que estaba validado para ERIC-2/ERIC-1026 

RAPD-PCR primer set según lo descrito por Munoz et al. (2006, 2007), 

también pudimos observarlo en la evaluación de tipificación molecular para 

cepas de P. aeruginosa, lo cual no estaba descrito para el set de primers 

respectivos. Sin embargo, al momento de la analizar y categorizar los 

patrones de banda de cada una de las cepas de P. aeruginosa pudimos 

realizarlo de forma segura gracias a la diversidad de patrones de banda bien 

para cada una de las cepas.  
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Tabla 4. Caracterización genética y perfiles de adherencia in vitro de aislados 

de Pseudomonas aeruginosa provenientes de infecciones intramamarias y 

leche de tanque de 8 granjas lecheras de la región de Los ríos y la región de 

Ñuble. 

Cepa Origen Granja 
Tipo 

RAPD  

OD4 

promedio 

adherencia  

in-vitro 

Relación de 

adherencia 

(RA5) 

Habilidad de 

adherencia  

in vitro6 

B04 IMI1 1 A 0.153 0.327 Media 

B05 IMI1 1 A 0.137 0.279 Media  

B79 BTM2 2 B 0.426 0.772 Media alta 

B80 BTM2 3 C 0.927 1.110 Alta 

B85 BTM2 4 D 0.464 0.809 Media alta 

B86  BTM2 5 E 0.072 0.000 Baja (C)7 

B88 BTM2 6 F 0.467 0.812 Media alta 

B89 BTM2 7 G 0.299 0.618 Media alta 

B92 BTM2 8 H 1.556 1.335 Alta 

15442 ATCC3 - - 0.949 1.120 Alta 

1IMI: Infección intramamaria; 2BTM: leche de tanque; 3ATCC: “American type culture 
collection”. 4OD: densidad óptica (590 nm); 5RA: relación de adherencia calculada utilizando 
el OD promedio por cepa con respecto al OD promedio del control interno de baja habilidad 
de adherencia in vitro y corregido por el logaritmo natural (Loge(x)) de cada relación. 6Criterios 
de categorización de habilidad de adherencia in vitro, Baja: RA < 0.037; Media: RA > 0.037 
hasta 0.420; Media alta: RA > 0.420 hasta 1; Alta: RA > 1. 7Control interno de cepa con baja 
habilidad de adherencia in vitro. 

 

Con respecto a los resultados de los ensayos de formación de adherencia in 

vitro MPA, tanto para cepas de P. aeruginosa (Tabla 4.), como para cepas K. 

pneumoniae (Tabla 5.), se puede observar una gran rango de patrones de 

adherencia. En donde podemos evaluar que de las 9 cepas de P. aeruginosa 

solo 2, presentan una habilidad de adherencia in vitro media 22,22%. 

Justamente estas dos cepas B04 y B05, corresponden a los tipos RAPD A, 
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provenientes de IMI subclínica, y es probable que pueda tener una condición 

de contagiosa entre vacas o entre cuartos. Con respecto a las demás cepas 

de P. aeruginosa provenientes de BTM de diferentes granjas no relacionadas, 

estas poseen una habilidad de formación de adherencias categorizadas entre 

media-alta 44,44% (n=4) y alta 33,33% (n=3), sin considerar la cepa B86 

RAPD E, que corresponde al control interno bajamente formador de 

adherencias 11,11% (n=1). Es probable que las cepas con mayor habilidad 

para formar adherencias, posean factores de virulencia asociados a la 

adhesión de superficies, la liberación de sustancias poliméricas y la promoción 

para formar biopelículas bacterianas (Thi et al., 2020). Permitiéndole así, 

poder persistir en el medio ambiente de la granja lechera. Sin embargo, las 

dos cepas tipo RAPD A, si bien poseen la misma habilidad de formación de 

adherencia, no destacan por ella. Aun así, es posible que tenga desarrollados 

otros mecanismos de virulencia involucrados, tales como, presencia de flagelo 

unipolar de movimiento natatorio, pilis de adhesión y proteasas que le 

permiten una mayor invasión y diseminación en el tejido glandular mamario 

(Köhler et al., 2000; Barken et al., 2008; Alhazmi, 2015).  
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Tabla 5. Caracterización genética y perfiles de adherencia in vitro de aislados 

de Klebsiella pneumoniae provenientes de leche de tanque y adherencias a 

superficies de equipos de ordeño de 5 granjas lecheras de la región de Ñuble. 

Cepa Origen Granja 
Tipo 

RAPD  

OD4 

promedio 

adherencia  

in-vitro 

Relación 

de 

adherencia 

(RA5) 

Habilidad de 

adherencia  

in vitro6 

B93 AMES1 12 A 0,119 0,074 Media 

B94  AMES1 12 A 0,110 0,000 Baja (C)7 

B95 BTM2 13 B 0,291 0,969 Media alta 

B96 BTM2 13 B 0,273 0,905 Media alta 

B97 AMES1 14 C 1,210 2,395 Alta 

B98 BTM2 15 D 0,438 1,379 Alta 

B99 BTM2 16 E 0,484 1,478 Alta 

13883 ATCC3 - - 0,014 -2,075 Baja 

1IMI: Infección intramamaria; 2BTM: leche de tanque; 3ATCC: “American type culture 
collection”. 4OD: densidad óptica (590 nm); 5RA: relación de adherencia calculada utilizando 
el OD promedio por cepa con respecto al OD promedio del control interno de baja habilidad 
de adherencia y corregido por el logaritmo natural [Loge(x)] de cada relación.  6Criterios de 
categorización de habilidad de adherencia in vitro, Baja: RA < 0.037; Media: RA > 0.037 hasta 
0.420; Media alta: RA > 0.420 hasta 1; Alta: RA > 1. 7Control interno de cepa con baja habilidad 
de adherencia in vitro. 
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Por otra parte, con respecto a las cepas de K. pneumoniae el 42,85% (n=3) 

presentó una habilidad de adherencia in vitro alta, el 28,57% (n=2) una 

habilidad de adherencia media alta y el 14,28% (n=1) una habilidad de 

adherencia media. Además, del 14,28% correspondiente al control interna de 

baja habilidad de adherencia (B94) uno de los dos tipos RAPD A, 

pertenecientes a la granja 12 colectados a partir de muestras de AMES. Cabe 

destacar en este punto que, la cepa de K. pneumoniae con mayor habilidad 

de adherencia in vitro corresponde a la cepa tipo RAPD C, colectada a partir 

de AMES en una granja diferente a las demás. Considerando la corrección 

por el logaritmo natural, podemos observar que la cepa obtuvo el doble de 

valor en términos de la relación de adherencia calculada en base a la cepa 

menos adherente (Control 094). Algo particular que llama la atención en este 

punto, es que la ATCC 13883 de K. pneumoniae presenta el doble menos de 

adherencia aproximadamente que el control interno de baja adherencia in 

vitro. Por lo que el método de cálculo de habilidad de adherencia en base al 

modelo matemático propuesto por Munoz et al. (2024), es altamente 

específico y versátil en términos de comparación de relaciones de 

adherencias, al tener valores de corte estandarizados por categoría, es 

posible modificar la evaluación para cualquier cepa bacteriana, siempre y 

cuando se calcule la relación de adherencia (RA), con el control menos 

adherente del set de aislados a evaluar. Esta capacidad de poder modificar, 

sin necesidad de tener un control fijo estándar para todos, sino más bien, 

estandarizar el método de cálculo, permite poder evaluar la habilidad de 
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adherencia in vitro para cualquier set de aislados, siempre y cuando se siga 

el procedimiento estandarizado de consenso internacional en base a estudios 

que describen diferentes métodos y formas de calcular la habilidad in vitro de 

adherencia (Stepanovic et al., 2000; Latorre et al., 2011; deCampos et al., 

2016; Massé et al., 2020; Fidelis et al., 2024).  

 

Por otra parte, en la comparativa multi-especie entre cepas de P. aeruginosa 

y K. pneumoniae, podemos decir según lo observado, que ambas especies 

bacterianas, poseen cepas altamente especializadas para la adhesión inicial 

y muy probablemente la promoción de biopelículas bacterianas nativas en 

ambientes de granjas lecheras en todo el mundo. Particularmente cepas 

provenientes de BTM, poseen un doble rol descrito en términos de la 

epidemiología de IMI en rebaños lecheros susceptibles. En primer lugar, 

puede formar reservorios o puntos fuente dentro del plantel lechero y con 

mayor frecuencia en superficies dentro del equipo de ordeño, los cuales 

permiten un aumento en la presión de infección de vacas susceptibles al 

momento de la ordeña. Pudiendo modificar completamente la dinámica de 

IMIs tanto de carácter clínico, cómo subclínico dentro de un rebaño lechero 

(Hertl et al., 2010; Chao et al., 2014; Cheng et al., 2020). Finalmente, en 

segundo lugar, el rol que tienen estos patógenos bacterianos como motores 

de contaminación de BTM, también está altamente descrito para una serie de 

patógenos mamarios de cohorte contagioso y ambiental (Latorre et al., 2010, 

2011, 2022; Massé et al., 2020). Finalmente, el tener una herramienta 
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estandarizada para poder evaluar la habilidad de adherencia in vitro de 

patógenos bacterianos, permite poder comparar bajo el mismo estándar de 

evaluación, este indicador “screening”, que bajo ningún concepto va a predecir 

al completo la performance que tengan ciertos patógenos altamente 

especializados en promover y producir biopelículas bacterianas, tanto en 

ambientes intrahospitalarios, en planteles de explotación animal y en la 

industria de procesamiento de alimentos (ADSA, 2022). Sin embargo, permite 

tener consenso al momento de comparar los resultados de este simple 

indicador, que puede predecir con cierta especificidad el comportamiento real 

de patógenos bacterianos en su ambiente nativo.  
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V. CONCLUSIONES 

 

1. La determinación de frecuencia inicial para los aislados “targets” del 

estudio fue muy baja, obteniéndose solo 2 aislados de P. aeruginosa y 

ninguno de K. pneumoniae. El estudio se complementó con cepas de 

ambas especies aisladas anteriormente. 

 

2. Tanto para P. aeruginosa y K. pneumoniae se obtuvieron patrones 

genéticos diferentes para cada una de las granjas, exceptuando una 

cepa clonal de P. aeruginosa aislada de IMI. Pudiendo observarse un 

posible comportamiento epidemiológico contagioso de P. aeruginosa 

en diferentes cuartos mamarios de una misma vaca susceptible.  

 

3. La habilidad de adherencia in vitro fue mayor para cepas de P. 

aeruginosa y K. pneumoniae aisladas de muestras de BTM y AMES, 

en comparación con cepas aisladas de IMI. La cepa con mayor 

habilidad de adherencia in vitro correspondió a K. pneumoniae 

(AMES). 

 

4. Cepas de P. aeruginosa presentaron un perfil de adherencia 

(frecuencia de cepas con habilidad alta y media alta) mayor que las 

cepas de K. pneumoniae analizadas en este estudio. 
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