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RESUMEN 

La mastitis en ganado lechero es el problema de salud más importante 

en los establos dedicados a esta actividad debido a las pérdidas que provoca 

por la baja calidad de la leche, la merma en la producción, el aumento en la 

tasa de desecho de animales y el costo de los tratamientos. En el estado de 

Baja California no se han realizado investigaciones documentadas sobre la 

identificación y prevalencia de agentes etiológicos que provocan mastitis en 

bovinos. En el presente estudio se tomaron muestras de leche de vacas en 

producción positivas a mastitis en 4 establos lecheros de la región, se aislaron 

los agentes etiológicos, se identificaron por PCR y se determinó su perfil de 

resistencia a antibióticos. De un total de 2288 animales, el 7% (159) fueron 

positivos a mastitis, y de estos el 55.3% (88) presentaron infección bacteriana. 

Se encontraron 17 especies bacterianas, las más frecuentemente encontradas 

fueron Staphylococcus aureus (65.7%) seguido por Staphylococcus 

chromogenes (10%), Streptococcus agalactiae (5.7%), E. coli (2.8%) y 

Streptococcus dysgalactiae (2.1%). Finalmente se determinó que el 88.5% de 

los aislados fueron antibiótico multirresistentes, principalmente a penicilinas, 

cefalosporinas y aminoglucósidos. El presente trabajo está impactando en los 

tratamientos a aplicar dentro de los establos participantes, por lo que 

esperamos que la prevalencia y las pérdidas asociadas a mastitis puedan 

disminuir a mediano plazo. 
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ABSTRACT 

Mastitis in dairy cattle is the most important health problem on farms 

engaged in this activity due to losses caused by the low quality of milk, the 

decline in production, the increase in the rate of animal waste and cost of 

treatments. In the state of Baja California have been no documented researches 

on the identification and prevalence of etiologic agents causing mastitis in cattle. 

In the present study, milk samples positive for mastitis in production cows,  were 

taken in four dairy farms in the region, the etiologic agents were isolated, PCR 

identified and antibiotic resistance profile was determined. From a total of 2288 

animals, 7% were positive for mastitis, and of these, 55.3% had bacterial 

infection. 17 bacterial species were encountered; the most frequently were 

Staphylococcus aureus (65.7%) followed by Staphylococcus chromogenes 

(10%), Streptococcus agalactiae (5.7%), E. coli (2.8%) and Streptococcus 

dysgalactiae (2.1%). Finally it was determined that 88.5% of the isolates were 

multidrug resistant, notably to penicillins, cephalosporins and aminoglycosides. 

This work is impacting treatments applied within participating cowsheds, so we 

expect that the prevalence and the losses associated with mastitis can decrease 

to the medium term in these sites. 
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INTRODUCCIÓN 

La mastitis es una enfermedad compleja que puede definirse como una 

inflamación de la glándula mamaria y sus tejidos secretores (Riffon  et al., 

2001). Es causada por patógenos intramamarios principalmente, generalmente 

bacterias (Scaramelli y González, 2005) y con  menor frecuencia debido a 

lesiones, alergias y/o neoplasias (Menzies y Ramanoon, 2001). 

Se han identificado más de 130 especies, subespecies y serovariedades 

de bacterias causantes de la enfermedad, sin embargo, más del 75% de los 

casos se deben a microorganismos Gram positivos, particularmente especies 

de los géneros Staphylococcus y Streptococcus (Scaramelli y González, 2005). 

Esta enfermedad reduce la producción del volumen de leche, altera su 

composición y eleva su carga bacteriana normal. De acuerdo a su duración, se 

puede clasificar en aguda o crónica y en cuanto a sus manifestaciones clínicas, 

puede ser clínica o subclínica (Velasco, 2002). La mastitis subclínica es la 

principal forma en que se presenta la mastitis en los establos lecheros, 

afectando generalmente entre el 20 y el 50% de las vacas (Wilson et al., 1997 y 

Pitkala et al., 2004). Las pérdidas económicas por mastitis subclínica son muy 

difíciles de cuantificar, sin embargo muchos expertos coinciden en que cuesta 

en promedio más que la mastitis clínica. Asumiendo una prevalencia del 45%, el 

costo se ha estimado entre 180 a 320 dólares por caso de vaca con mastitis por 

año, en Estados Unidos, siendo aproximadamente 70% de estas pérdidas por la 

reducción en la producción de leche (Zhao X. y Lacasse P., 2007), y el resto por  
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el incremento en los costos del cuidado de la salud del hato y el desecho 

prematuro de animales (Bradley, 2002).  

El uso generalizado de antibióticos ha conducido al incremento de 

patógenos ambientales con menor susceptibilidad al efecto antibacteriano, lo 

que ha dado como resultado que las infecciones sean más difíciles de curar. 

Así, la penicilina y otros antibióticos relacionados a la familia de los 

betalactámicos son la mejor opción contra Staphylococcus aureus y otros 

patógenos que provocan mastitis, sin embargo, el uso masivo de estos, ha 

conducido un drástico incremento de patógenos capaces de producir una 

enzima llamada betalactamasa que inactiva a estos últimos, resultando en 

resistencia antimicrobiana (Aarestrup y Jensen, 1998. Wilson et al., 1999).   

En Baja California no se han realizado investigaciones documentadas 

sobre los agentes etiológicos que provocan mastitis bovina, sin embargo, 

habiendo una población ganadera de 46,617 bovinos de leche (SIAP, 2011), se 

espera la presencia de la enfermedad y de los principales microorganismos que 

la causan. 
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OBJETIVO 

El objetivo de esta investigación es identificar las especies bacterianas 

presentes en casos de mastitis bovina, determinar su frecuencia relativa y su 

perfil de resistencia a antibióticos en 4 establos de Baja California. Esto con el 

fin de que productores en la región conozcan que agentes etiológicos los están 

afectando y puedan tomar mejores decisiones en cuanto al manejo de los 

animales en general, así como a los tratamientos a utilizar en particular. 

 

HIPÓTESIS 

La mastitis en la región es provocada por distintos patógenos con 

características diferentes, por lo que se requiere utilizar tratamientos específicos 

para disminuir su presencia. 
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ANTECEDENTES 

Clasificación de Mastitis Bovina 

 La enfermedad tiene dos formas básicas de presentación: clínica y 

subclínica que, por lo general, no son más que fases del proceso inflamatorio. 

En la forma clínica se presentan evidentes signos de inflamación como 

tumefacción, rubor, dolor, cambios notables en la leche como presencia de 

grumos o coloración diferente y eventualmente, signos sistémicos como fiebre, 

pérdida del apetito y depresión. La forma subclínica se caracteriza por la 

existencia de inflamación sin los signos macroscópicos que permiten 

reconocerla, por lo que generalmente pasa desapercibida (Scaramelli y 

González, 2005). 

Causas 

 La National Mastitis Council, estima que entre un 70 a 80% de los casos 

de mastitis son debidos a técnicas inadecuadas de ordeño, caracterizada por 

pobres condiciones higiénico-sanitarias, falta de desinfección pre-ordeño y 

ordeños prolongados, sumándose en el caso del ordeño mecánico, aspectos 

como diseño, manejo y mantenimiento inapropiado de las maquinas (Harmon, 

1994; Mancilla et al., 2001). 

Etiología 

La glándula mamaria de la vaca está expuesta a diversas bacterias durante la 

lactancia y en período no lactante. Los patógenos comúnmente aislados de
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leche con mastitis pueden clasificarse como microorganismos no contagiosos o 

contagiosos (la mayoría de los no contagiosos son ambientales). Los primeros 

incluyen Streptococcus uberis Escherichia coli y especies de Staphylococcus 

coagulasa-negativos (SCN), mientras que los segundos incluyen 

Staphylococcus aureus y Streptococcus agalactiae (Zhao y Lacasse, 2007).  

Otros estreptococos ambientales (EA) causantes de mastitis bovina 

incluyen, Streptococcus equinus, Streptococcus equi, Streptococcus parauberis 

y Streptococcus canis. Streptococcus dysgalactiae puede comportarse tanto 

como un patógeno ambiental como contagioso (Calvinho, 2005). 

Algunos otros patógenos bacterianos ambientales aislados 

periódicamente de vacas con mastitis son Arcanobacterium pyogenes, Bacillus 

spp., Enterobacter aerogenes, Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae, 

Leptospira spp., Manheimia haemolytica, Mycoplasma bovis y Pseudomonas 

aeruginosa (Quinn, et al., 2002). 

Patogénesis 

Normalmente el canal del pezón está firmemente cerrado por los 

músculos del esfínter, previniendo la entrada de patógenos. Está forrado con 

queratina, que obstruye la migración de bacterias y contiene agentes 

antimicrobianos, como ácidos grasos de cadena larga. Los fluidos se acumulan 

dentro de la glándula mamaria mientras se acerca el parto, resultando en un 

incremento de la presión intramamaria causando vulnerabilidad de la glándula 

por la dilatación del canal del pezón y derrame de secreciones mamarias. 
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Adicionalmente, durante la ordeña, la queratina es expulsada y el canal del 

pezón se distiende. El esfínter requiere ~ 2 h para regresar a su forma contraída 

(Capuco, 1992). 

 Una vez dentro del pezón, la bacteria generalmente elude los 

mecanismos de defensa celular y humoral de la ubre. Si estos microorganismos 

no son eliminados, comienzan a multiplicarse dentro de la glándula mamaria. 

Liberan toxinas e inducen a leucocitos y células epiteliales a liberar 

quimioatractantes, incluyendo citosinas tales como el factor de necrosis tumoral 

α (TNFα por sus siglas en inglés), interleucina 8 (IL-8), IL-1, prostaglandina F2α 

(PGF2α), radicales de oxígeno y proteínas de fase aguda. Estos atraen células 

inmunes efectoras de la circulación, principalmente neutrófilos 

polimorfonucleares (PMNs por sus siglas en inglés), al sitio de infección (Giri, 

1984., Paape, 2003., Zhao and Lacasse, 2008). 

 Los PMNs actúan fagocitando y destruyendo a la bacteria, ya que 

poseen gránulos intracelulares que contienen péptidos bactericidas, proteínas, 

enzimas y proteasas. Los factores oxidativos y proteasas destruyen a la 

bacteria y a algunas células epiteliales, resultando en una disminución de la 

producción de leche y liberando enzimas, como N-acetil-β-D-glucosaminidasa 

(NAGasa) y lactato deshidrogenasa (LDH) (Paape, 2003). La muerte y 

desprendimiento de células epiteliales mamarias, además de los leucocitos 

muertos, son secretados en la leche, resultando en un conteo elevado de 

células somáticas (Wolter et al., 2004). 
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Si la infección persiste, puede formarse una inflamación interna dentro 

del epitelio mamario, normalmente no detectable mediante palpación externa.  

El alveolo de la glándula mamaria comienza a dañarse y empieza a perder su 

integridad anatómica. La barrera sangre-leche se rompe, provocando que los 

componentes del fluido extracelular entren a la glándula y se mezclen con la 

leche (Zhao y Lacasse, 2008), así como se observa en la Fig. 1. 

Cuando en la barrera sangre-leche hay un daño excesivo, la sangre se 

puede notar en la leche. Esto conduce a cambios visibles en la ubre, tales como 

inflamación externa y enrojecimiento de la glándula. También hay cambios en la 

leche como aumento del pH, aumento del contenido de agua y la presencia de 

coágulos y copos (Lee, 1980., Kitchen, 1981., Milner 1996). 

 

Figura 1. Representación esquemática del desarrollo de mastitis en una ubre 
infectada. Viguier et al., 2009. 
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Epidemiología 

Transmisión 

Mastitis contagiosa: la ubre y pezones son el reservorio de la infección, 

en tanto, la transmisión ocurre durante el proceso de ordeña o la preparación de 

la ubre por manos, toallas o trapos contaminados. La infección se establece en 

la superficie y canal del pezón, pudiendo posteriormente penetrar la bacteria a 

la glándula mamaria. La mayoría de las infecciones son subclínicas y resultan 

en conteo de células somáticas elevado, generalmente por encima de 

200,000cel/ml indicando que hay un problema de mastitis contagiosa 

(Edmondson y Bramley, 2004). 

Mastitis ambiental: Las infecciones medioambientales son transmitidas a 

los pezones entre ordeñas o durante la preparación de la ubre. Los  organismos 

son forzados a subir a través del canal del pezón durante el proceso de ordeña 

o al acostarse inmediatamente después de haber sido ordeñadas. La mayoría 

de las infecciones causan mastitis clínicas, aunque en algunos casos pueden 

causar infecciones subclínicas (Edmondson y Bramley, 2004). 

Prevalencia  

 La prevalencia de mastitis bovina es relativamente alta. La mastitis 

subclínica es la forma más común de mastitis en los establos y su prevalencia 

oscila generalmente entre el 20 y 50% (Wilson et al., 1997 y Pitkala et al., 

2004), En tanto la mastitis clínica es menos frecuente, presentando una 

prevalencia de entre el 2 y el 4% (Calderón, et al., 2007 y Trujillo et al., 2010). 
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Factores de riesgo  

 Factores de riesgo del animal: La incidencia de infección aumenta con la 

edad; la mayoría de las infecciones nuevas ocurre al principio de la lactación; el 

riesgo aumenta dependiendo del estado morfológico y físico de los pezones; las 

vacas con una producción láctea superior son más susceptibles (Radostis, et 

al., 2002). 

 Factores ambientales: Detilleux y colaboradores (2013), evaluaron más 

de 35 características del hato relacionadas con la presencia de mastitis, donde 

las más significativas fueron: Adición de urea a la ración, líneas de ordeña 

sucias, hiperqueratosis en pezón, mal funcionamiento de máquina de ordeño, 

no aplicar pre y post sellado y alojamiento de las vacas en cubículos. 

 Factores microbiológicos: La capacidad de los microorganismos para 

sobrevivir en el medio, los factores de virulencia y la susceptibilidad frente a los 

antimicrobianos (Radostis, et al., 2002). 

Diagnóstico de mastitis 

La inflamación de la glándula mamaria involucra una serie de cambios en 

la composición de la leche. Uno de los cambios más precoces es el aumento en 

el número de células somáticas, que son células epiteliales y células del 

sistema inmune (PMNs 15%, macrófagos 60% y linfocitos 25%) donde 

normalmente el número es menor a 200,000 cel/ml y que durante el proceso 

inflamatorio puede superar las 500,000 cel/ml (Scaramelli et al., 1988).  
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Este incremento es la base de muchos métodos de diagnóstico entre los 

cuales se encuentran el recuento de células somáticas (RCS), la prueba para 

mastitis de California (CMT, con sus siglas en ingles) y la prueba para mastitis 

de Wisconsin (WMT, con sus siglas en inglés) (Scaramelli et al., 1988). 

Recuento de células somáticas (RCS) 

El RCS es la medición más ampliamente utilizada para supervisar el 

estado inflamatorio de las glándulas mamarias y puede ser realizada en la leche 

de cuartos individuales, vacas individuales, el hato completo o en un grupo de 

hatos. Cuando los microorganismos causantes de mastitis invaden un cuarto de 

la ubre y empiezan a multiplicarse, el organismo de la vaca tiende a reclutar 

leucocitos para combatir a dichos microorganismos (Philpot y Nickerson, 1992). 

Prueba de California para mastitis (CMT)  

La CMT es uno de los métodos más ampliamente utilizados para el 

diagnóstico de mastitis subclínica a nivel de campo (Ferraro et al., 1999; Faría 

et al., 2005; Kivaria et al., 2007 y Nunes et al., 2007;). Es una prueba 

económica, sencilla y rápida, que cuenta con una sensibilidad del 97% y una 

especificidad del 93% (Bedolla, et al., 2007). CMT detecta el estado de salud de 

la ubre mediante una estimación del contenido de células somáticas, como se 

observa en el cuadro 1, siendo su principal desventaja la subjetividad implícita 

en la lectura de los resultados. 

El fundamento de la CMT es la estimación gruesa del contenido de 

células somáticas por medio de la gelificación que tiene lugar cuando el ADN es 
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liberado de las células somáticas presentes en la leche por la acción de un 

detergente aniónico como el alkyl-aril-sulfonato de sodio, por lo que a mayor 

contenido celular en la leche, mayor gelificación (Scaramelli y González, 2005). 

Cuadro 1. Lectura e interpretación de la CMT y su equivalencia con el RCS. 

 (Kivaria et al., 2007). 
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Cultivo microbiológico 

 La mayoría de los agentes patógenos asociados con mastitis se pueden 

aislar con facilidad utilizando métodos de cultivo rutinarios. Los medios de 

cultivo empleados generalmente para el aislamiento primario son agar sangre, 

medio de Edward selectivo para estreptococos y agar MacConkey. La 

identificación presuntiva se puede lograr habitualmente gracias a la morfología 

de las colonias, el patrón de hemólisis y las características del crecimiento en 

esos medios, en tanto la identificación definitiva de un agente patógeno 

sospechoso se puede alcanzar utilizando pruebas específicas para ese 

microorganismo (Quinn et al., 2002), en el cuadro 2 y 3, se muestran algunas 

características y pruebas que se utilizaron para identificar el género bacteriano. 

Cuadro 2. Características generales de los principales patógenos que provocan 

mastitis bovina. 

Patógeno Morfología Gram Tamaño Agrupación Respiración Colonia 

Staphylococcus 

aureus 

Cocos + 1 µm Racimos Anaerobio 

facultativo 

Mediana 

blanca/ 

dorado 

Staphylococcus 

coagulasa 

negativos 

Cocos + 1 µm Racimos Anaerobio 

facultativo 

Mediana 

blanca/ 

dorada 

Streptococcus 

spp. 

Cocos + 1 µm Cadenas Anaerobio 

facultativo 

Pequeña 

traslúcida 

Enterobacterias Bacilos - < 3 µm Sin 

agrupación 

 

Anaerobio 

facultativo 

Grisácea 

redonda 

brillante 

    (Songer and Post, 2005)      
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Cuadro 3. Métodos de laboratorio para diferenciar las bacterias más comunes 

en casos de mastitis. 

Patógeno Hemolisis en agar 

sangre 

Catalasa 

S. aureus α y β + 

Staphylococcus 

coagulasa negativos 

Variable + 

Streptococcus spp α / β o ɣ - 

Enterobacterias 

 

Algunas cepas de 

E. coli 

+ 

                                                                                       (Songer and Post, 2005)          

Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

Debido a que el cultivo microbiológico de las muestras clínicas, solo 

ofrece resultado en un 50% de los casos, y a que los métodos bioquímicos son 

tardados y laboriosos para identificar aislados (Koskinen et al., 2009) la 

identificación por PCR es una alternativa. 

Según varios autores, la sensibilidad y especificidad de la PCR es 

generalmente mayor que el aislamiento (Cremonesi et al., 2006 y Park et al., 

2006). La aplicación de esta técnica, con un formato sencillo y rápido, es 

adecuada a la rutina diaria de un laboratorio de microbiología y contribuye a 

realizar un diagnóstico precoz. Si se detecta más temprano el microorganismo 

podría prevenirse la aparición de brotes y permitiría implementar controles 

previos a la ocurrencia de la enfermedad, sin embargo, la especificidad y la 

sensibilidad de los cebadores para el diagnóstico del patógeno se deben validar 

(Koskinen et al., 2009).  
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Secuenciación del gen 16S  

El uso de la secuencia del gen 16S ribosomal (16SrARN) para estudiar la 

filogenia bacteriana y la taxonomía ha sido por mucho el marcador genético 

más comúnmente utilizado por varias razones, las cuales incluyen: (i) su 

presencia en casi todas las bacterias, a menudo existente como una familia 

multigénica, u operon; (ii) la función del gen 16SrARN con el tiempo no ha 

cambiado, lo que sugiere que los cambios en la secuencia al azar son una 

medida más precisa del tiempo (evolución); y (iii) el gen 16SrARN (1500 pb) es 

lo suficientemente grande para los propósitos de bioinformática (Patel, 2001). 

En 1980, 1,791 nombres de microorganismos fueron reconocidos en el rango 

de especies por morfología y pruebas bioquímicas, en tanto hoy en día ésta 

cifra se ha disparado a 8,168 especies con el uso de la secuenciación del gen 

16SrARN (Janda y Abbott, 2007). 

El gen 16SrARN en las bacterias, consiste de secuencias conservadas 

intercaladas con secuencias variables que incluyen 9 regiones hipervariables, 

éstas oscilan entre 50 a 100 bases (Petrosino et al., 2009). 

Los cebadores universales se eligen generalmente como 

complementarios a las regiones conservadas en el comienzo del gen y, ya sea 

en la región de 540 pb o al final de toda la secuencia (sobre la región de 1550 

pb). La secuencia de la región variable que se encuentra en el medio se utiliza 

para la taxonomía comparativa (Chen et al., 1989 y Relman 1999). 
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 Aunque entre 500 y 1500 pb son longitudes comunes para secuenciar y 

comparar, las secuencias en las bases de datos pueden ser de varias 

longitudes. La secuencia del gen 16SrARN se ha determinado para un gran 

número de cepas. En GenBank, el mayor banco de datos de secuencias de 

nucleótidos, se han depositado más de 20 millones de éstas, de las cuales más 

de 90,000 son del gen 16SrARN, para comparar la de una cepa desconocida 

(Clarridge, 2004). 

Prevención y control  

Principios de control 

Eliminar las infecciones existentes, prevenir las infecciones nuevas y 

controlar el estado de salud de las ubres. 

 Programa de control de la mastitis según Radostis (2002) son:  

1. Utilizar métodos de ordeño apropiados. 

2. Instalaciones, función y mantenimiento adecuados del equipo de ordeño. 

3. Manejo de las vacas en periodo seco. 

4. Terapéutica apropiada de la mastitis durante la lactación. 

5. Desechar las vacas crónicamente infectadas. 

6. Mantener un ambiente apropiado. 

7. Tener un buen registro de datos. 

8. Controlar el estado de salud de las ubres. 

9. Revisión periódica del programa de manejo de salud de la ubre. 
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Tratamiento  

Mastitis clínica en vacas en lactación 

Es posible que los casos leves de mastitis clínica no precisen de ningún 

tratamiento. Se debe realizar el cultivo microbiológico de la leche de los cuartos 

afectados y las pruebas de sensibilidad antimicrobiana para determinar el 

fármaco a utilizar, ya sea por vía parenteral o infusión intramamaria. La mastitis 

aguda y fulminante se puede tratar con antimicrobianos y siempre se requiere 

una terapéutica de apoyo (líquidos y electrolitos) y agentes antiinflamatorios no 

esteroidales (Radostis, 2002). 

Tratamiento en el periodo seco 

  En este periodo el mejor tratamiento para las mastitis subclínicas debidas 

a microorganismos patógenos contagiosos es utilizar una infusión intramamaria 

de antimicrobianos de larga duración. Es preciso cumplir los requisitos 

establecidos en cuanto a la retención del producto lácteo después del 

tratamiento con antimicrobianos para evitar la presencia de residuos en leche, 

pues puede ser un problema de salud pública (Radostis, 2002). 

Grupos de antibióticos 

 Los antibióticos se clasifican según el espectro de acción, el mecanismo 

de acción, su farmacocinética (absorción, distribución y eliminación) y su 

farmacodinamia, es decir, de acuerdo a la forma en que producen la muerte o 

inhibición bacteriana en antibióticos tiempo-dependientes y concentración 

dependientes. En el caso de los tiempo-dependientes (betalactámicos y 
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macrólidos) el éxito de la terapéutica viene dado por mantener concentraciones 

por encima de la concentración inhibitoria mínima (CIM) por el mayor tiempo 

posible inter dosis. En el caso de los microorganismos concentración 

dependientes el éxito terapéutico viene dado por lograr un buen pico sérico de 

concentración o un buen área bajo la curva, dependiendo del fármaco (Seija y 

Vignoli, 2006). 

 Betalactámicos: son un grupo de antibióticos que se caracterizan por 

poseer en su estructura un anillo betalactámico. Actúan inhibiendo la última 

etapa de la síntesis de la pared celular bacteriana. Constituyen la familia más 

numerosa de antimicrobianos y la más utilizada en la práctica clínica. Se 

pueden clasificar en cuatro grupos diferentes: penicilinas (penicilina, ampicilina, 

dicloxacilina), cefalosporinas (cefalotina, cefuroxima, cefotaxima, ceftriaxona, 

ceftazidima) monobactámicos y carbapenemes (Sumano, 1997). 

 Aminoglucósidos: Está definida por la presencia de dos o más 

aminoazúcares unidos por enlaces glucosídicos a un anillo aminociclitol. Según 

los azucares, se clasifican en familias: Estreptomicina, Kanamicina 

(Kanamicina, amicacina, trobamicina, dibekacina), Gentamicina (gentamicina, 

netilmicina) y neomicina. Los aminoglucósidos se unen de forma irreversible a 

la subunidad 30S del ribosoma, interfiriendo la lectura correcta del código 

genético con el consiguiente bloqueo de la síntesis proteica de la bacteria. La 

incorporación de los aminoglucósidos en el interior de la bacteria, 

especialmente en los cocos Gram positivos, es mayor al administrarse con 
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antibióticos que inhiben la síntesis de la pared bacteriana, como son los 

betalactámicos y los glicopéptidos (Sande, et al., 1993). 

 Macrólidos: Se unen a la subunidad 50S del ARN ribosómico en forma 

reversible. La unión se realiza mediante la formación de puentes de hidrógeno 

entre diferentes radicales hidroxilo del macrólido y determinadas bases del 

ARNr. Esto provoca un bloqueo en las reacciones de transpeptidación y 

translocación. Ejemplos de antibióticos de este grupo son: espiramicina, 

lincosaminas (clindamisina) y eritromicina (Goodman, et al., 1990). 

 Quinolonas: Se trata de un grupo de antimicrobianos que derivan de una 

molécula básica formada por una doble estructura de anillo que contiene un 

residuo N en la posición 1. Diferentes sustituciones, incluyendo la inclusión de 

residuos de flúor, han derivado desde el ácido nalidíxico hasta las quinolonas 

fluoradas. Las quinolonas son antibióticos bactericidas y actúan inhibiendo la 

ADN girasa, enzima que cataliza el desenrollamiento del ADN cromosómico, 

que asegura una adecuada división celular. Ejemplos: ciprofloxacina, 

pefloxacina (Varon, et al., 1999). 

 Tetraciclinas: Atraviesan la membrana externa de las bacterias a través 

de porinas mediante difusión pasiva y llegan al citoplasma gracias a un 

mecanismo dependiente de energía. Dentro del citoplasma se unen al ribosoma 

inhibiendo la síntesis de las proteínas. Este efecto se produce evitando la unión 

aminoacil de ácido ribonucleico de transferencia a la subunidad 30S ribosomal 

(Perez e Iglesias, 2003). Ejemplos: Tetraciclina, Doxiciclina, Oxitetraciclina 

(Rodríguez et al., 1998). 
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 Sulfonamidas: Están estructuralmente relacionadas con el ácido para-

aminobenzoico (PABA) y compiten con él por la enzima dihidropteroato 

sintetasa que interviene en el metabolismo del ácido fólico. El ácido fólico es 

imprescindible para la síntesis de precursores de los ácidos nucleicos 

bacterianos. Las células de los mamíferos requieren ácido fólico preformado, ya 

que no pueden sintetizarlo y, por lo tanto no se ven afectadas por la acción de 

las sulfonamidas. Las diaminopirimidinas (como la trimetoprima), al igual que 

las sulfonamidas, interfieren en el metabolismo del ácido fólico por lo que 

combinadas tienen efecto sinérgico (Remington, 2000). Ejemplos: 

Sulfametoxazol, sulfametazina, sulfamerazina. 

Resistencia a antibióticos 

 Si bien existe una gran variedad de medidas de control de la 

enfermedad, la terapia con antibióticos desempeña un papel determinante en la 

eliminación de la mastitis bovina (Zecconi y et al., 2003). La mayoría de las 

drogas antimicrobianas utilizadas son betalactámicos, aminoglucósidos y 

macrólidos (Owens y col., 1997). 

Uno de los principales inconvenientes de la terapia con antibióticos es 

que, además de ser utilizados por su acción terapéutica en el tratamiento de las 

infecciones intramamarias, también son administrados con fines profilácticos en 

la prevención de la enfermedad durante el secado de los animales, entre una 

lactancia y la siguiente. Esta práctica favorece la selección de cepas resistentes 

en la población microbiana e influye negativamente en el tratamiento de la 

enfermedad (Calvinho et al., 1991). Además, otro aspecto desfavorable, resulta 
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de la acumulación de residuos de antibióticos en el animal y sus implicaciones 

en la salud humana. Por ello, existen presiones cada vez mayores por parte de 

las instancias reguladoras para limitar el uso de estos productos en el ganado 

destinado a consumo humano. 

Importancia zoonótica de patógenos que provocan mastitis 

Streptococcus spp 

 En el hombre se han presentado algunos casos por S. acidominimus, 

que se encuentra en la leche y en los tractos genital e intestinal del bovino; por 

S. uberis, que causa mastitis en el bovino y se encuentra en la leche, 

orofaringe, piel y tracto intestinal; por S. lactis y S. cremoris, que causan 

mastitis en bovinos y se encuentran en la leche de las vacas; por S. equi y su 

subespecie S. zooepidemicus que producen mastitis bovina y varias 

enfermedades en los animales. Por último está S. canis, de los grupos G, L y M 

(Gallis, 1991). 

 Los estreptococos del grupo C (S. equi) aparecen esporádicamente y 

rara vez en el hombre, sin embargo en 1983 hubo un brote epidémico debido al 

grupo C en Nuevo México, Estados Unidos, con 16 casos, debido a la ingestión 

de queso blanco casero, elaborado con leche no pasteurizada. El agente se 

identificó como S. zooepidemicus. La enfermedad en estos pacientes consistió 

en fiebre, escalofríos y síntomas vagos, pero en cinco de ellos se manifestó por 

sintomatología tan variada como neumonía, endocarditis, meningitis, pericarditis 

y dolores abdominales (Centers for Disease Control and Prevention, 1983). En 
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vacas, S. zooepidemicus puede causar mastitis aguda al penetrar por una 

herida de los pezones (Timoney et al., 1988). 

 S. pyogenes, un patógeno “humano” que ha provocado brotes 

epidémicos en el hombre puede infectar la ubre de la vaca y producir mastitis 

(Acha y Szyfres 2001). 

 El principal reservorio de los estreptococos B (S. agalactiae) que causan 

la sepsis neonatal es la madre, ya que los serotipos de S. agalactiae aislados 

de las madres y de los neonatos enfermos son siempre los mismos. En general, 

las cepas animales y humanas difieren en algunas propiedades bioquímicas, 

metabólicas y serológicas (Evenson et al., 1988). 

Staphylococcus spp 

 Intoxicación alimentaria estafilocócica: es causada por una enterotoxina 

preformada en los alimentos por Staphylococcus aureus. Se conocen cinco 

tipos de enterotoxinas (A, B, C, D y E). En investigaciones realizadas en los 

años 90´s en cinco países del norte de Europa se demostró que una gran parte 

de los estafilococos que se aíslan de las mastitis bovinas son toxigénicos, ya 

que de 174 cepas aisladas 41.4% producían enterotoxinas, y de estas, 48.6% 

eran A, 5.6% B, 29.2% C y 33.3% D, ya sea solas o combinadas (Evenson et 

al., 1988). 

 La leche procedente de ubres de vacas con infección estafilocócica 

puede dar origen a la contaminación de numerosos productos lácteos. Muchos 

brotes de intoxicación estafilocócica se han originado por el consumo de leche 
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cruda (o de quesos) inadecuadamente refrigerada. Hubo un brote en escolares 

de los Estados Unidos, en el que 850 alumnos se enfermaron después de 

ingerir leche con chocolate. La cantidad promedio de enterotoxina A en un 

envase de cartón con 280ml de leche fue de 144 ng (Evenson et al., 1988). 

Escherichia coli 

 De nueve brotes en los Estados unidos, seis se debieron a la ingestión 

de carne molida insuficientemente cocida y tres a la ingestión con roast beef 

(carne al horno semi cocida); en Canadá, un brote se debió a leche cruda. 

Estos hechos señalan al bovino como reservorio del agente  ECEH (E. coli 

enterohemorrágica)(Dorn,1993).
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Ubicación  

El presente estudio se realizó en el estado de Baja California, México; en 

donde se recolectaron muestras de leche de cuatro hatos ganaderos con 

características semitecnificadas en cuanto a su producción, dos de éstos hatos 

se localizan en el municipio de Mexicali, uno hacia la parte sur y el otro en la 

zona oriente, en el municipio de Ensenada se ubicó uno en la zona de Ojos 

Negros y en el municipio de Tecate un establo ubicado en la zona del Florido; 

por razones de organización etiquetamos a los hatos en 1, 2, 3 y 4 

respectivamente, en el cuadro 4 se muestra la población aproximada de vacas 

en producción por establo. 

Cuadro 4. Población de vacas por establo. 

Establo Tamaño del hato (Vacas) * 

1 40 

2 550 

3 360 

4 170 

  

*Se realizaron dos muestreos por establo, con un intervalo de 6 meses, por lo que 

el tamaño de cada hato tuvo una variación mínima, en el cuadro se muestra el 

promedio obtenido del número de vacas en el primer y segundo muestreo.
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Tipo de estudio 

Se realizó un estudio epidemiológico observacional del tipo transversal 

con un muestreo no probabilístico por conveniencia. 

Criterio de inclusión 

Se incluyeron a todos los animales en producción en el momento del 

muestreo que fueron positivos a la prueba CMT (Dairy research products inc.) 

en un grado 2 o mayor, o bien aquellas que presentaron un conteo de células 

somáticas superior a 400,000 por ml. Dicha prueba fue interpretada en una 

escala ordinal como menciona Kivaria y colaboradores (2007) en el cuadro 1.  

Recolección de muestras  

El periodo de muestreo fue de enero de 2013 a marzo de 2014, donde 

cada hato se muestreó 2 veces con intervalo de 6 a 9 meses. Las muestras de 

leche se tomaron siguiendo la metodología del Consejo Nacional de la Mastitis 

(NCM) de los Estados Unidos (2010). 

Se tomaron 5 ml de leche en tubos estériles con tapa de rosca, previa 

limpieza, secado de la ubre y desinfección del pezón con torundas o papeles 

desechables individuales impregnados de cloruro de benzalconio al 0.1%, 

usando varias torundas por pezón, hasta que la última no presentó suciedad. 

Se eliminaron de 1 a 3 chorros de leche del pezón a muestrear para eliminar 

leche contaminada que está en la punta del pezón, se evitó tener contacto con 

otras partes del animal. Una vez tomada la muestra e identificada, se guardó 

sobre hielo para su transporte al laboratorio. 



25 
 

 
 

Cultivo y aislamiento de la muestras 

Se procedió a cultivar 100µl de leche por muestra en agar sangre base 

Columbia con 5% de sangre bovina en toda la superficie de la caja con un 

triángulo de vidrio. Se incubaron entre 24 y 48 horas a 35°C para observar el 

crecimiento bacteriano. Solo se seleccionaron los microorganismos que 

presentaron al menos 10 colonias en cada caja de Petri (1000 UFC/ml de leche) 

(Dohoo et al., 2011). 

Identificación del aislado: Tinción Gram, hemólisis y prueba de catalasa. 

Se procedió a realizar la técnica de tinción Gram para determinar su 

morfología, agrupación y clasificarlos como Gram positivos o Gram negativos.  

Se identificó el tipo de hemólisis y se elaboró la prueba de catalasa, que 

consiste en recoger el centro de una colonia pura de un cultivo de 18 a 24 horas 

con una aguja de inoculación y colocar sobre un portaobjetos de vidrio limpio, 

se agrega una gota de H2O2 (peróxido de hidrogeno) al 30% sobre los 

microorganismos en el portaobjetos, después se observa la producción 

inmediata de burbujeo si el agente es positivo o negativo en caso de no haber 

cambios (Huchin. 2009).  
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Almacenamiento de aislamientos 

Todas las bacterias aisladas fueron sembradas en caldo de cultivo Todd 

Hewitt con glicerol al 10% para su almacenamiento a -80 °C y posterior 

utilización. 

Prueba de susceptibilidad antimicrobiana 

Para conocer la susceptibilidad de los aislados hacia los antibióticos se 

utilizó el método de difusión en multidiscos (Bio-Rad®) para Gram positivos y 

para Gram negativos, utilizando Agar Mueller-Hinton chocolate, el cual se 

preparó de acuerdo a las especificaciones del proveedor y se realizó el 

siguiente procedimiento: Entre una y cinco colonias dependiendo su tamaño se 

disolvieron en 100µl de PBS hasta que alcanzar una densidad comparable con 

el estándar 0.5 de MacFarland; se sembró cada muestra en el medio de cultivo 

antes mencionado, distribuyendo la totalidad de la mezcla en toda la superficie 

de la caja; se incubaron 18 horas a 35ºC y los resultados de clasificaron como 

intermedio, sensible o resistente según el diámetro del halo de inhibición 

formado de acuerdo al rango de referencia de los sensidiscos. 

Los sensidiscos cuentan con los siguientes antibióticos para gram 

positivos: ampicilina 10 μg, cefalotina 30 μg, cefotaxima 30 μg, cefuroxima 30 

μg,ceftazidima 30 μg, dicloxacilina 1 μg, eritromicina 15 μg, gentamicina 10 μg, 

pefloxacina 5 μg, penicilina 10 U, tetraciclina 30 μg y trimetoprim-sulfametoxazol 

25 μg, éstas concentraciones corresponden a la técnica estándar en los 

sensidiscos. 
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Los sensidiscos cuentan con los siguientes antibióticos para gram 

negativos: amikacina 30 μg, ampicilina 10 μg, carbenicilina 100 μg. cefalotina 30 

μg, ceftriaxona 30 μg, cloranfenicol 30 μg, gentamicina 10 μg, netilmicina 30 μg, 

nitrofurantoina 300 μg, pefloxacina 5 μg y trimetoprim-sulfametoxazol 25 μg, 

éstas concentraciones corresponden a la técnica estándar en los sensidiscos. 

Extracción de ADN bacteriano 

A todos los aislados  se les extrajo ADN utilizando el kit DNeasy Blood 

and Tissue (Qiagen®) con el protocolo para bacterias Gram positivas o Gram 

negativas, ya que la leche posee agentes que inhiben la reacción de PCR y las 

bacterias, principalmente Gram positivas no se lisan fácilmente. El protocolo 

para extraer ADN de bacterias Gram positivas fue modificado tanto para extraer 

ADN de bacterias del género Staphylococcus como para Streptococcus, ya que 

para ambas se agregó enzimas que ayudan a lisar la pared celular. A 

continuación se describen las modificaciones. Una vez obtenido el ADN de los 

aislados, se almacenaron a -20°C.  

Preparación del ADN bacteriano de Staphylococcus spp. 

  Para cada aislamiento de Staphylococcus spp. se inocularon con una 

colonia del cultivo un tubo de ensayo conteniendo 5 ml de caldo Todd Hewitt y 

se incubaron con agitación por toda la noche a 36°C, se tomó solo 1 ml de este 

cultivo y fue centrifugado a 5000 X g (7500 rpm) durante 10 minutos. Se 

descartó el sobrenadante para obtener solamente la pastilla. A esta se le 

agregaron 100μl del buffer lisis enzimática (20 mM Tris-Cl- pH 8.0, 1.2% Triton 
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X-100, 2 mM sodium EDTA, lisozima 20mg/ml), más 5µl de lisostafina (Sigma 

L7386®) para incubar con agitación por una hora a 37°C, luego se le agregaron 

105μl de agua grado molecular más 10µl de proteinasa K (Qiagen Inc.) se 

mezcló por 15 s y se agregaron 200µl del buffer AL sin etanol. Después de este 

paso se siguió con el protocolo original del paquete comercial, excepto en el 

paso donde se centrifuga el buffer AW2, en el que se repitió la centrifugación y 

se dejó abierto el tubo a temperatura ambiente por 3 min, finalmente se 

resuspendió el ADN en 150µl de agua grado molecular. 

Preparación de ADN bacteriano de Streptococcus spp. 

Con respecto a los aislamientos de estos microorganismos, se inocularon 

4 colonias de cada uno de ellos en 5ml de caldo Todd Hewitt y se incubaron con 

agitación por toda la noche a 36°C, se tomó 1 ml de cada cultivo y fue 

centrifugado a 5000 X g (7500 rpm) durante 10 minutos. Se descartó el 

sobrenadante, para obtener solamente la pastilla; a esta se le agregaron 180µl 

de buffer lisis enzimática, 10µl de mutanolisina y 20µl de agua grado molecular. 

Se agitó e incubó con agitación a 37°C por una hora y se le agregaron 10µl de 

proteinasa K, se agitó nuevamente y se le añadieron 200µl de buffer AL sin 

etanol. Finalmente se agitó de nuevo y se continuó con el protocolo original del 

paquete comercial, excepto en los pasos ya mencionados al final de la 

preparación del ADN bacteriano de Staphylococcus spp. 
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Preparación de ADN bacteriano de Gram negativas 

Con este tipo de aislamientos, se tomó una colonia y se inoculo en 5 ml 

de caldo Todd Hewitt para cada una de las muestras, se incubaron con 

agitación por toda la noche a 36°C, se tomó 1 ml de cada cultivo y fueron 

centrifugados a 5000 X g (7500 rpm) durante 10 minutos. Se descartó el 

sobrenadante, para obtener solamente la pastilla. Se continuó con el protocolo 

de extracción para Gram negativas del paquete comercial ya mencionado, 

excepto en los pasos antes anotados al final de la preparación del ADN 

bacteriano de Staphylococcus spp. 

Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

PCR punto final para identificar Staphylococcus aureus, Streptococcus 

agalactiae, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis y Streptococcus 

parauberis 

Se realizó la identificación y confirmación de que efectivamente se trata 

de estos patógenos utilizando los oligonucleótidos y la técnica propuestos por 

Riffon y colaboradores (2001). Técnica en la cual se amplifican los genes 16S y 

23S, en el cuadro 5 y 6, se muestran las características de cada oligonucleótido 

utilizado. 
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Cuadro 5. Secuencias, especificidades y contenido de G+C de los 

oligonucleótidos. 

 

Riffon, et. al., 2001. 

Cuadro 6. Combinación de oligonucleótidos, temperatura de alineación y 

longitudes de productos amplificados. 

 

Riffon, et. al., 2001.  

De acuerdo a lo publicado por Riffon y colaboradores (2001), esta técnica se 

llevó a cabo de la siguiente manera: 

  Amplificación por PCR: Se utilizó el termociclador iCycler (BIO-RAD). 

Todas las reacciones se realizaron en un volumen final de 50μl. La mezcla 
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consistió de 100 ng de ADN templado extraído, 1µl de oligonucleótidos 2.5μM, 

1.25 U de DNA Taq polimerasa, 5μl de  buffer 10X - Mg, 1.5μl de MgCl2 50mM y 

1µl de dNTP´s 10mM. Esta  mezcla se agregó a un tubo de microcentrifuga de 

0.2 ml.  Una pre etapa de la PCR se realizó a 94°C durante dos min, seguido de 

35 ciclos bajo las siguientes condiciones: desnaturalización a 94°C por 45 s, 

alineación a la temperatura correspondiente durante 1 min y extensión a 72°C 

durante 2 min. Después del último ciclo la mezcla se mantuvo a 72°C por 10 

min para completar la reacción.  

Detección de productos de PCR: Se analizaron 10μl del producto amplificado 

por electroforesis en un gel de agarosa 1.5%  con 0.5 μg de bromuro de etidio/ 

ml. Los productos se corrieron en TAE 1X (4.8gr Tris, 11.4ml ácido acético 

glacial, 0.37gr EDTA, 1 litro de agua desionizada) a 100 V por 45min. El 

marcador de peso molecular de 100 pb y de 1 kb (Promega Inc.), se corrieron al 

mismo tiempo. El gel se visualizó en un sistema de fotodocumentación (UVP 

Inc.) y fue fotografiado.  

PCR punto final multiplex para identificar Staphylococcus chromogenes, S. 

epidermidis, S. sciuri, S. haemolyticus, S. simulans y E. coli. 

Se realizó la identificación y confirmación de que efectivamente se trata 

de estos patógenos utilizando los oligonucleótidos y la técnica propuestos por 

Shome y colaboradores (2011). En esta técnica se utilizaron dos tubos por 

muestra, ya que cada tubo contiene un juego diferente de oligonucleótidos, en 

el cuadro 7 se muestran las características de éstos. 
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Cuadro 7. Nombramiento, secuencias y temperatura de alineación de los 

oligonucleótidos,  tamaño de los productos amplificados y los genes en que se 

basaron. 

Shome et al.,2011 

Amplificación por PCR: Todas las reacciones se realizaron en un 

volumen final de 50μl en el termociclador iCycler  (BioRad Inc.)  La mezcla 

constó de 200ng de ADN templado extraído, 3 U de Taq polimerasa, 5μl de 

buffer 10X - Mg, 1.5μl de MgCl2 50mM, 1µl de dNTP´s 10Mm y una combinación 

de oligonucleótidos a concentraciones óptimas: SER 0.5 µmol/l, SHS1 0.45 

µmol/l, SSM 0.55µmol/l para el primer tubo de reacción  y SCHS1 0.5µmol/l, 

SSCG 0.45µmol/l, ECP 0.45µmol/l para el segundo tubo de reacción. Se llevó a 

cabo un ciclo a 94°C por 5 minutos seguido por 30 ciclos a 94°C por 30 s; 60°C 

por 30 s, 72°C por 45 s y después un ciclo a 72°C por 10 min.  
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Secuenciación del gen 16S ribosomal (16SrARN) 

Las muestras de ADN que no fueron identificadas mediante los 

protocolos de PCR antes mencionados, se amplificaron con oligonucleótidos 

universales para el gen 16SrARN (Negoro et. al. 2012) y los fragmentos 

obtenidos se enviaron a secuenciar (Quimera biolabs S.A. de C.V) para su 

identificación definitiva.  

Amplificación de 16SrARN 

Se amplificó a partir de ADN genómico utilizando los oligonucleótidos 

universales: 5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ (sentido) y 5’-

GTATTACCGCGGCTGCTGG-3’ (reverso), que respectivamente corresponden 

a las posiciones 8-27 y 517-535 del gen 16SrARN de E.coli. La reacción constó 

de 35 ciclos: desnaturalización 94°C por 30 s, alineación a 55°C por 60 s y 

extensión a 72°C por 30 s. Finalmente un paso de extensión final a 72°C por 3 

min. La detección de productos de PCR se llevó a cabo siguiendo el mismo 

protocolo de las otras reacciones de PCR. 

Purificación del ADN amplificado para secuenciación 

Una vez obtenido el producto de ADN para el gen 16SrRNA, se procedió 

a purificarlo mediante el uso de membranas de 0.025µm para diálisis en gota 

(Millipore Inc.). El proceso de purificación se llevó a cabo de la siguiente 

manera: en una caja Petri estéril con agua ultrapura Millipore®, se colocó una 

membrana sin que se cubriera de agua, en el centro de ésta se vertió la 

totalidad del producto amplificado, después de 10 min, se recuperó el producto 
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y se pasó a un nuevo microtubo de 0.5ml, éste se concentró a 30ng/µl y se 

mandaron 10µl junto con 25pmoles del oligonucleótido sentido por muestra ya 

que así lo indicó el laboratorio externo. Posterior a esto se compararon las 

secuencias obtenidas con las de la base de datos de Genbank mediante el 

algoritmo de la alineación en par “Basic Local Alignment search tool” (Blast N) 

del National Center for Biotechnology information. Se consideró un 98.5% de 

identidad como el mínimo aceptable para determinar que la secuencia obtenida 

de un aislado pertenece a una especie reportada en esta base de datos (Bou, 

et.al.2011).
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Cuadro 8. Prevalencia de mastitis subclínica en vacas en periodo de 

producción por establo analizado. 

Hato Muestreo 

Vacas 

en 

produc

ción 

Vacas 

con 

mastitis 

Cuartos 

muestre

ados 

Total de 

aislados 

Vacas 

con 

aislamie

nto 

Cuartos 

con 

aislamie

nto 

Prevalen

cia (%) 

1 1 36 9 11 8 7 8 25 

1 2 46 14 16 6 5 5 30 

2 1 600 10 10 3 3 3 1.6 

2 2 511 23 36 20 15 20 4.5 

3 1 356 6 10 1 1 1 1.7 

3 2 371 58 65 27 22 26 17.8 

4 1 150 14 37 29 13 27 9.3 

4 2 218 25 57 46 22 41 11.5 

TOTAL 

 

2288 

 

159 

(7%) 

242 

(38%) 

140 

 

88 

(55.3%) 

131 

(54%) 
X 12.675 

 

En el cuadro 8 se observa el número de aislamientos obtenidos de cada 

establo y de cada muestreo, la prevalencia general de mastitis del total de 

animales en producción fue del 7%, sin embargo en algunos muestreos no se 

pudo analizar a la totalidad de vacas en producción mediante la prueba de 

tamiz CMT por cuestiones técnicas, por lo que la prevalencia es incierta, por 

ejemplo en el hato 2 que cuenta con aproximadamente 600 vacas en 

producción, solo se pudieron analizar con CMT a 10 y 23 vacas en cada 

muestreo respectivamente que el medico a cargo indico tenían mastitis con un 

RCS elevado, por lo que se arrojó una prevalencia muy baja. Entre los otros 
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hatos se detectó distinta prevalencia en cada muestreo, presentándose la 

mayor tasa de prevalencia en el segundo muestreo del hato 2. En el hato 1 y en 

el segundo muestreo del hato 3 si se pudo realizar el análisis del total de 

animales en producción resultando en prevalencias mayores. En cualquier caso 

se muestra que la mastitis es un problema importante en todos los hatos 

muestreados presentándose hasta en un 30% de las vacas en producción. Se 

observa también, que del total de cuartos positivos a la CMT el 46% no tuvo 

aislamiento bacteriano, lo que sugiere que las causas de mastitis en esos 

animales pudieron haber sido no infecciosas o que algún microorganismo no 

era cultivable mediante los métodos de rutina aquí utilizados, como por ejemplo 

Mycoplasma spp, Mycobacterium bovis, Leptospira spp y Brucella spp (Lafi, et. 

al., 1994).  

El total de agentes bacterianos aislados fue de 140 con 17 especies 

distintas: S. aureus, S. chromogenes, S. agnetis, S. succinus, S. saprophyticus, 

Streptococcus. agalactiae, S. dysgalactiae, S. suis, Enterococcus faecium, 

Bacillus licheniformis, E. coli, Pasteurella multocida, Proteus vulgaris, 

Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter hormaechei, Klebsiella pneumoniae y 

Klebsiella oxytoca, dos aislados están pendientes de identificar. 
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Figura 2. Especies aisladas en casos de mastitis subclínica y su porcentaje de 

presentación con respecto al total de casos por hato y en general.  

 

Como se observa en la figura 2, la bacteria más prevalente fué S. aureus 

con un 65.7% (92/140), lo que concuerda con lo reportado por Calderón y 

Rodríguez (2008) ya que fue el principal agente encontrado donde mostraron 

que del total de aislados el 29% (1143/2984) fue S. aureus. 

S. aureus, S. chromogenes, Streptococcus agalactiae y E. coli 

representaron más del 85% de los aislados obtenidos en el estudio, mostrando 
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ser los principales agentes causantes de mastitis en los establos muestreados. 

La totalidad de especies patógenas que se determinaron en el presente estudio, 

se han aislado de casos de mastitis en investigaciones realizadas en todo el 

mundo. Además se muestran las prevalencias de cada especie patógena 

aislada por hato. En el establo 3, S. chromogenes se presentó dos veces más 

que S. aureus. Este dato no se esperaba ya que en la mayoría de la literatura 

citada, los principales agentes aislados de casos de mastitis son S. aureus y 

Streptococcus spp., sin embargo, también hay información sobre la 

reemergencia de los SCN (Satu y Suvi, 2009), donde S. chromogenes es el 

estafilococo más prevalente (Supre, et. al., 2011). En este mismo hato, S. 

aureus pasó a ser el tercer agente más prevalente, después de S. agalactiae, y 

antes que E. coli, siendo los únicos microorganismos aislados en este hato.  

También se observa que la alta frecuencia de Strep. suis, es una característica 

notable para el hato 1, ya que no se aisló en los demás hatos. 
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Figura 3. Porcentaje de presentación de leche anormal* en los patógenos 

aislados. 

 

      *Amarillenta, grisácea, acuosa, sanguinolenta, espesa, con grumos, coágulos o 

escamas. 

Como se muestra en el cuadro 8, se analizó el aspecto macroscópico de 

la leche, encontrándose que en los casos de infección por S. aureus se 

presentaron cambios en alrededor del 40% de las muestras. Sin embargo 

mediante la prueba de X2 de Pearson con un nivel de confianza del 95% no 

existió significancia con un valor P de 0.15 por lo que no existe evidencia 

estadísticamente significativa para asumir que S. aureus genera cambios en la 

leche. En el caso de Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus suis, Proteus 

vulgaris y Enterobacter hormaechei, la totalidad de las muestras de las que se 

aislaron estos microorganismos presentaron cambios en la leche, en el resto de 

patógenos no se encontró ese hallazgo. 
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Cuadro 9. Porcentaje de resistencia antimicrobiana de los patógenos Gram 

positivos aislados por establo y del promedio del total de aislados Gram 

positivos. 

Cef= Cefalotina; Eri= Eritromicina; Am= Ampicilina; TS= Trimetoprima Sulfametoxazol; Cefo= 

Cefotaxima; Cefu= Cefuroxima; Pef= Pefloxacina; Pe= Penicilina; Ceft= Ceftazidima; Tet= 

Tetraciclina; Gen= Gentamicina; Dicl= Dicloxacilina. 

 

En el cuadro 9 se observa la gran cantidad de multirresistencia presente 

en los 4 establos muestreados, donde destaca principalmente la resistencia a 

Ampicilina, Penicilina, Ceftazidima y Dicloxacilina, antibióticos que pertenecen 

al grupo de betalactámicos. También se muestra que existe diferencia en 

cuanto a sensibilidad a antibióticos de los aislados entre establos, en el hato 4 

hay presencia de aislados que son sensibles a 4 antibióticos de distintos grupos 

y en el hato 1 hay sensibilidad a uno solo de los antibióticos probados. En los 

hatos 2 y 3 existe resistencia a todos los antimicrobianos utilizados en el 

estudio. 

Hato 

Total 

aislado

s 

Cef Eri Am TS Cefo Cefu Pef Pe Ceft Tet Gen Dicl 

1 12 8.3 25 66.6 0 16.6 8.3 58.3 75 58.3 25 66.6 91.6 

2 20 15 25 55 5 15 10 25 45 80 5 30 75 

3 24 20.8 4.1 95.8 29.1 20.8 20.8 37.5 83.3 87.5 20.8 37.5 91.6 

4 69 0 4.3 95.6 1.4 1.4 0 0 95.6 92.7 0 1.4 88.4 

X 126 7 9.5 85.7 7 8.7 6.3 16.6 82.5 85.7 7 19 86.5 
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 En el hato 3 donde utilizan sulfonamidas como tratamiento antibacteriano 

contra mastitis, existe una resistencia alta a Trimetoprima Sulfametoxazol, en 

comparación con el resto de los hatos. 

Según también muestra el cuadro 9, la mejor opción terapéutica a utilizar 

en los establos muestreados, sería Cefuroxima, ya que no existe resistencia en 

el hato 4, y en el resto es menor al 21%. Otros antibióticos a utilizar serían 

Cefalotina, Trimetoprima-sulfametoxazol, Cefotaxima y Tetraciclina, aunque lo 

recomendado sería la rotación de estos antimicrobianos y utilizarlos solo como 

terapéuticos ya que su uso indiscriminado llevaría a la selección de cepas 

resistentes en un futuro cercano, como ya ocurrió con otros antibióticos 

ampliamente utilizados en los establos.  

Los antibióticos más utilizados para tratar al ganado bovino, son 

fluorquinolonas (Enrofloxacina), penicilinas (Amoxicilina con ácido clavulánico, 

Penicilina G procaínica), Sulfonamidas (Sulfadiazina y Sulfametoxazol con 

trimetoprim), aminoglucósidos (dihidrostreptomicina), tetraciclinas 

(Oxitetraciclina) y Cefalosporinas (cefalotina, ceftiofur).  Por lo tanto al observar 

la resistencia presente en estos hatos, podemos deducir que hay una leve 

resistencia a fluorquinilonas, solo se evaluó Pefloxacina, pero al ser muy similar 

a Enrofloxacino y del mismo grupo, probablemente también haya resistencia a 

este antibiótico. En el caso de penicilinas donde se utiliza principalmente 

Amoxicilina con Ácido clavulánico y Penicilina G procaínica, también existe gran 

resistencia en este grupo, por lo que no es recomendable utilizarlos, más sin 

embargo con ayuda del ácido clavulánico que es inhibidor de algunas 
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betalactamasas podría funcionar satisfactoriamente, por lo que se necesitaría 

realizar más estudios para corroborar su funcionamiento y averiguar si existe 

resistencia a estos compuestos. También observamos en el caso de 

Sulfonamidas con trimetoprim, que este conjunto de antibióticos son una buena 

opción en comparación con los demás, al presentar menor resistencia, 

utilizándolo de una manera adecuada para evitar que esta aumente. Otras dos 

opciones recomendables serían el utilizar Tetraciclinas y algunas 

Cefalosporinas como son Cefalotina, Cefotaxima y Cefuroxima ya que la 

resistencia fue baja en estos antibióticos. Sin embargo, la resistencia a 

Ceftazidima fue muy elevada, lo que sugiere que este antimicrobiano o uno muy 

similar fue utilizado indiscriminadamente. En el caso de aminoglucósidos la 

resistencia varía en los  4 hatos muestreados.  
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Cuadro 10. Porcentaje de resistencia antimicrobiana de los patógenos Gram (-) 

aislados por establo y del promedio del total de aislados Gram (-). 

Cef= Cefalotina; Ceft= Ceftriaxona; Am= Ampicilina, TS= Trimetoprima Sulfametoxazol; Cefo= 

Cefotaxima; Neti= Netilmicina; Pef= Pefloxacina; Nitr= Nitrofurantoina; Clo= Cloranfenicol; Ami= 

Amikacina; Gen= Gentamicina, Carb= Carbenicilina. 

En el cuadro 10 se observa una clara  multirresistencia de los aislados Gram 

negativos, principalmente a Cefalotina, Ampicilina, Carbenicilina y a 

Nitrofurantoina, aunque este último está prohibido para su uso en animales de 

producción (SAGARPA, 2012). También se observa que existe menor 

resistencia antimicrobiana en los aislados del hato 2, donde todos fueron 

sensibles a 4 de los antibióticos utilizados. 

Según los resultados del antibiograma, la mejor opción para el 

tratamiento terapéutico en infecciones intramamarias por Gram negativos seria 

Netilmicina, excepto en el hato 1 donde existe resistencia en el 50% de los 

aislados pero 100% sensibilidad a otros antibióticos como Trimetoprima 

Sulfametoxazol, Pefloxacina y Cloranfenicol, aunque este último está prohibido 

para su uso en animales de producción (SAGARPA, 2012).  

Hato 
Total 

aislados 
Cef Ceft Am TS Cefo Neti Pef Nitr Clo Ami Gen Carb 

1 2 100 50 100 0 50 50 0 100 0 100 100 100 

2 3 33.3 33.3 33.3 33.3 33.3 0 0 33.3 33.3 66.6 0 0 

3 4 50 25 75 25 25 0 50 75 25 0 25 75 

4 5 60 20 80 20 60 0 20 20 0 40 40 20 

X 14 57 28.5 71.4 21.4 42.8 7 21.4 50 14.2 42.8 35.7 50 
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Cuadro 11. Porcentaje de aislados con resistencia antimicrobiana de cada una 

de las distintas especies Gram positivas aisladas por establo. 

Cef= Cefalotina; Eri= Eritromicina; Am= Ampicilina; TS= Trimetoprima Sulfametoxazol; Cefo= 

Cefotaxima; Cefu= Cefuroxima; Pef= Pefloxacina; Pe= Penicilina; Ceft= Ceftazidima; Tet= 

Tetraciclina; Gen= Gentamicina; Dicl= Dicloxacilina. 

 En el cuadro 11 se muestra que los distintos aislados de S. aureus 

difieren en cuanto a la resistencia que presentan en los distintos hatos, ya que 

en tres de los hatos, el 100% de los aislados fueron resistentes a Ampicilina, de 

estos tres, dos hatos tenían el 100% de sus aislados resistentes a penicilina, y 

Patógeno Cef Erit Am TS Cefo Cefu Pef Pe Ceft Tet Gen Dicl 

Hato 1                         

S. aureus 12.5 37.5 100   25 12.5 75 100 75 12.5 87.5 100 

S. 

chromogenes             100 100 100 100 100 100 

Strep. suis                   33.3   66.6 

Hato 2                         

S. aureus 7.1 28.5 57.1 7.1 7.1 7.1 28.5 50 100 7.1 28.5 78.5 

S. 

chromogenes     33.3         33.3 33.3     100 

Enterococcus 

faecium 100 100 100   100 100 100 100 100   100 100 

Bacillus 

licheniformis 100   100   100           100   

Hato 3                         

S. aureus     100         66.6 100     83.3 

S. 

chromogenes     90 10     10 80 90   10 90 

Strep. 

agalactiae 62.5 12.5 100 75 62.5 62.5 100 100 75 62.5 100 100 

Hato 4                         

S. aureus   1.5 100 1.5 1.5     100 96.8     93.7 

S. 

saprophyticus     100         100 100     100 

Strep. 

dysgalactiae   50                 50   
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ambos utilizan o las han utilizado como tratamiento contra mastitis, además de 

estos, Ceftazidima y Dicloxacilina son antibióticos que no se recomiendan 

contra S. aureus ni contra S. saprophyticus en ninguno de los hatos 

muestreados. También se observa que en el hato 2, por lo menos algunos 

aislados de S. aureus muestran resistencia a la totalidad de los antibióticos 

utilizados, en tanto en los hatos 1, 3 y 4 los aislados de S. aureus son sensibles 

a 1, 8 y 5 antibióticos respectivamente.  En el hato 3 se muestra que los 

aislados de S. agalactiae  en su conjunto presentaron resistencia a todos los 

antimicrobianos utilizados, lo que sugiere que éste patógeno ha estado 

presente por mucho tiempo en este hato y han sido seleccionadas cepas 

multirresistentes a través del tiempo, principalmente por llevar a cabo 

tratamientos inadecuados.  

El SCN S. chromogenes, en los tres establos donde se aisló, fue 

altamente resistente a Penicilina, Ceftazidima y Dicloxacilina, en el hato 3, 

donde fue el patógeno mayormente aislado, también presentó resistencia 

elevada contra ampicilina, sin embargo fue altamente sensible al menos a 5 

antibióticos. 

Los datos anteriores muestran que aunque la especie patógena que se 

encuentre en un hato presenta generalmente unos pocos patrones de 

resistencia a antimicrobianos, es muy importante la historia de tratamientos en 

cada establo, ya que eso es lo que ha determinado la selección de cepas 

resistentes a cada uno de los antibióticos que se han utilizado por establo.  
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Cuadro 12. Porcentaje de resistencia antimicrobiana de los patógenos Gram 

negativos aislados por establo.  

Cef= Cefalotina; Ceft= Ceftriaxona; Am= Ampicilina, TS= Trimetoprima Sulfametoxazol; Cefo= 

Cefotaxima; Neti= Netilmicina; Pef= Pefloxacina; Nitr= Nitrofurantoina; Clo= Cloranfenicol; Ami= 

Amikacina; Gen= Gentamicina, Carb= Carbenicilina. 

En el cuadro 12, se muestra que hay patógenos ambientales 

multirresistentes, principalmente Enterobacter hormaechei, Klebsiella 

pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa y E. coli, este último se recomienda 

tratar principalmente con Netilmicina y Amikacina, ya que posee resistencia a 

los demás antibióticos utilizados en el estudio.  

 

Patógenos Cefa Ceft Amp T Su Cefo Net Pef Nit Clo Ami Gent Carb 

Hato 1 

Enterobacter 

hormaechei 100   100         100   100 100 100 

Klebsiella 

pneumoniae 100 100 100   100 100   100   100 100 100 

Hato 2             

Pseudomonas 

aeruginosa 100 100 100 100 100     100 100     100 

Pasteurella 

multocida                   100     

Hato 3 

E. coli 50 25 75 25 25   50 75 25   25 75 

Hato 4 

Pasteurella 

multocida     100   

 

        100 100   

Proteus 

vulgaris 100   100   100               
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Figura 4. Porcentaje de aislados con resistencia antimicrobiana de los tres 

principales patógenos encontrados en el estudio.  

*cefalotina, eritromicina, trimetoprima sulfametoxazol, cefotaxima, cefuroxima, pefloxacina, 

tetraciclina, gentamicina. 

En la figura 3, se muestra que existe una alta multirresistencia 

antimicrobiana en los patógenos que provocaron el mayor número de casos de 

mastitis en los establos analizados y además se muestra que la resistencia a 

los 4 antibióticos en la figura está muy extendida, por lo que deberían dejar de 

utilizarse al menos por un tiempo para dejar de hacer una presión selectiva que 

lleve a la total inutilidad de estos antimicrobianos y otros más. El 

microorganismo S. agalactiae, resultó ser el más resistente, pues no solo lo fue 

a Ampicilina, Penicilina, Ceftazidima y Dicloxacilina, si no que el 68% de los 

aislados fueron también resistentes a otros antibióticos, por lo que podría ser 

difícil el control de esta especie en el hato. 
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CONCLUSIÓN  

En el presente estudio se determinó que existe una gran diversidad de 

microorganismos que provocan mastitis en la región, incluidos Gram positivos, 

Gram negativos y tanto contagiosos como ambientales, donde S. aureus y S. 

chromogenes fueron las principales especies aisladas, pero con diferente 

prevalencia en cada hato.  

Los principales antibióticos a los que se presentó resistencia fueron 

Ampicilina, Penicilina, Ceftazidima y Dicloxacilina, a los que no se presentó alta 

resistencia fueron Trimetoprima Sulfametoxazol, Tetraciclina y algunas 

Cefalosporinas, por lo que es urgente determinar que otros fármacos o 

sustancias con actividad antibacteriana podrían ser utilizados en animales de 

producción láctea sin crear resistencia ni riesgo en salud pública. 

Se observó que varió la resistencia que poseía una misma especie 

aislada en los distintos hatos y que algunos de estos presentaron resistencia a 

un mayor número de antibióticos, probablemente se deba a que se utilizan 

desde hace más tiempo y con mayor frecuencia propiciando que la incidencia 

de las cepas multirresistentes aumente, por lo que es necesario llevar un control 

terapéutico adecuado por cada patógeno y hato analizado y principalmente 

disminuir la prevalencia de mastitis mediante buenas prácticas de ordeño e 

higiene tanto de trabajadores como a nivel hato, ya que además existe riesgo 

zoonótico por la existencia de algunos de los microorganismos aislados.  
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