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RESUMEN 

 

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

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. Staphylococcus aureus es una causa frecuente 

de infecciones intramamarias tanto subclínicas como clínicas en el ganado lechero, 

siendo responsable de cerca de un tercio de los casos de mastitis en los establos. La 

terapia con antibióticos desempeña un papel determinante en la eliminación de 

infecciones, aun cuando esta práctica lleve a la selección de cepas resistentes que 

intervienen de manera negativa en el tratamiento. La genotipificación de S. aureus  

aislado de leche bovina, es una herramienta importante en estudios epidemiológicos de 

la mastitis y contribuye al entendimiento de la diseminación del patógeno. En el 

presente estudio se tomaron muestras de leche de vacas en producción positivas a 

mastitis en 7 establos lecheros de la región, se aislaron los agentes etiológicos, se 

identificaron mediante PCR, se determinó su perfil de resistencia a antibióticos y se 

genotipificaron mediante VNTR. Se observó una prevalencia general de mastitis del 

17.80%, del total de vacas positivas a CMT el 29.60% (37/125) se vieron afectadas por 

S. aureus. De un total de 107 aislados de S. aureus, el 74.76% (80/107) presentaron 

multidrogorresistencia (MDR), principalmente al grupo de betalactámicos y 

cefalosporinas (74.76%), macrólidos (71.96%) y quinolonas (67.28%). Se identificaron 

29 perfiles MLVA, los cuales se distribuyeron en 6 grupos genéticos que corresponden 

a los establos muestreados, algunos de los aislados no mostraron parentesco con los 

demás aislados de un establo, lo que sugiere que fueron microorganismos de reciente 

introducción. Los resultados obtenidos muestran que el problema de mastitis, la 

presencia de diferentes cepas de S. aureus y  la resistencia a distintos antimicrobianos 

son un problema importante en los establos muestreados, por lo que es importante 

tomar las medidas necesarias, como mejores prácticas de ordeña y tratamientos 

adecuados previo antibiograma para un mejor control de la mastitis bovina.  
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ABSTRACT 

 

Mastitis in dairy cattle is the health more important 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 the cost of treatments. Staphylococcus aureus 

is a frequent cause of subclinical and clinical intramammary infections in dairy cattle, 

thus being responsible for one third of mastitis cases in dairy farms. Antibiotic therapy 

plays a decisive role in the elimination of infections, even though this practice leads to 

the selection of resistant strains that intervene negatively in the treatment. Genotyping of 

S. aureus isolated from bovine milk is an important tool in epidemiological studies of 

mastitis and contributes to understanding of the pathogen‟s dissemination. In the 

present study milk samples were collected from cows in production positive to mastitis in 

7 dairy herds of the region, etiological agents were isolated, identified by PCR, their 

antibiotic resistance profile was determined, and were genotyped by VNTR. A general 

prevalence of mastitis of 17.80% was observed, of the total of cows positive to CMT, 

29.60% (37/125) were affected by S. aureus. From the total of 107 S. aureus isolates, 

74.76% (80/107) presented multidrug resistance (MDR), mainly to the group of beta-

lactams and cephalosporins (74.76%), macrolides (71.96%) and quinolones (67.28%). 

Furthermore 29 MLVA profiles were identified, which were distributed in 6 genetic 

groups corresponding to the sampled barns, some of the isolates were not related to the 

other isolates of a barn, suggesting that they were recently introduced microorganisms. 

The results obtained show that the problem of mastitis, the presence of different strains 

of S. aureus and resistance to different antimicrobials are an important problem in the 

sampled herds, so it is important to take the necessary measures, such as better milking 

practices and adequate treatments after antibiogram for a better control of bovine 

mastitis. 
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I. INTRODUCCÓN GENERAL 
 

La mastitis es una inflamación del parénquima de la glándula mamaria, que se 

caracteriza por cambios físicos, químicos y usualmente bacteriológicos en la leche, así 

mismo se presentan cambios patológicos en los tejidos glandulares (Radostits et al., 

2000). Esta reacción inflamatoria es inducida cuando los microorganismos patógenos 

logran ingresar en la ubre vía el canal del pezón, superando los mecanismos defensivos 

y multiplicándose en el tejido mamario, dañando el órgano y alterando la composición 

normal de la leche (Hillerton y Barry, 2005; Castro et al., 2006) 

La mastitis es una de las enfermedades más importantes con alta prevalencia 

que afecta mundialmente la industria lechera, pues ocasiona pérdidas económicas muy 

fuertes a todos los productores de leche en el mundo, estimándose dichas perdidas en 

alrededor de 35 mil millones de dólares (Wellenberg et al., 2002) debido a la 

disminución en el rendimiento de leche, leche descartada, atención veterinaria, 

aumento en el número de tratamientos clínicos y eliminación temprana de vacas 

(Hogeveen y Osteras, 2005). 

Una de las principales formas de mastitis que más afecta en los sistemas 

productivos lecheros, es la mastitis subclínica ya que entre el 20% y 50% de las vacas 

en producción se pueden ver afectadas por este tipo de mastitis (Wilson et al., 1997; 

Pitkala et al., 2004). Los costos de las mastitis subclínicas son muy difíciles de 

cuantificar, pero se considera que los costos promedios son mayores que los causados 

por la mastitis clínica. Existen estudios en los cuales, asumiendo una prevalencia del 

45% de mastitis subclínica en un establo, los costos de las pérdidas oscilan entre 180 y 

320 dólares por animal al año (Wilson et al., 1997). En México la mastitis es endémica 

como en muchos otros países, de acuerdo con investigaciones realizadas por Wolter et 

al. (2004) la mastitis subclínica está presente en un 50% de los hatos lecheros de 

México siendo el costo promedio por vaca de entre $1700 a $2000 M.N. al año, por lo 

que las pérdidas económicas ocasionadas por la mastitis subclínica se estiman en 

varios miles de millones de pesos. 
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Uno de los principales microorganismos patógenos causantes de la mastitis 

bovina es Staphylococcus aureus, el cual no es un patógeno obligado de la ubre, ya 

que se puede encontrar en lesiones de la piel de los pezones, en las manos de los 

ordeñadores, en las camas, en los equipos de ordeño y en muchas ocasiones, las 

prácticas de manejo pueden hacer que este agente etiológico alcance el conducto del 

pezón y de ahí desencadenar una reacción inflamatoria (Capurro et al., 2010; Piccinini 

et al., 2008). 

S. aureus es un microorganismo coco Gram-positivo, no móvil, no esporulado 

que puede encontrarse solo, en pares, en cadenas cortas o en racimos, siendo esta 

última la más común. Es un anaerobio facultativo, pero crece mejor en condiciones 

aerobias. El microorganismo produce las enzimas catalasa y coagulasa, con un 

crecimiento óptimo en un lapso de 24 horas en medio agar sangre. Sus colonias miden 

de 1 a 3 mm de diámetro, producen un típico pigmento amarillo debido a la presencia 

de carotenoides y muchas cepas producen hemólisis a las 24-36 horas (Wilkinson, 

1997).  

La presencia de este microorganismo patógeno en ganado bovino productor de 

leche como alimento, origina el riesgo potencial de transmitir clones específicos 

resistentes o determinantes de resistencia a antibióticos así como la transmisión de los 

animales a los seres humanos o viceversa (Haenni et al., 2010; Cassone et al., 2009). 

La necesidad de conocer la evolución y la distribución de diferentes cepas de S. 

aureus para poder inferir algunos aspectos epidemiológicos, ha permitido el desarrollo y 

la estandarización de diversas metodologías para realizar la tipificación molecular (De 

Colsa, 2011). Los VNTR son secuencias repetidas en tándem de número variable 

dispersas en el genoma, cuyo polimorfismo se origina por adición o sustracción de 

secuencias repetidas. Para identificar un VNTR se amplifica su secuencia por medio de 

la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) con oligonucleótidos complementarios 

a secuencias específicas en sus flancos, permitiendo diferenciar aislados 

genotípicamente (Sabat, et al., 2003; Ablordey, et al., 2005). 
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II. ANTECEDENTES 

2.1. Mastitis bovina 

La mastitis infecciosa bovina es una de las enfermedades más frecuente y 

costosa que afecta al ganado lechero. Esta enfermedad ocurre cuando las bacterias 

ingresan a la ubre y al superar las defensas inmunitarias de la vaca, establecen una 

infección y por consecuencia se produce una inflamación en el tejido secretor de la ubre 

(Ruegg, 2001). Esta respuesta inflamatoria de la glándula mamaria, puede deberse a 

una lesión con el fin de destruir o neutralizar los agentes infecciosos y recuperar la 

función normal de la ubre. No obstante, la inflamación puede ser causada por distintos 

tipos de lesiones incluyendo (además de los agentes infecciosos y sus toxinas), 

traumas físicos o bien irritación por sustancias químicas, dando como resultado una 

disminución en la producción y calidad de la leche, afectando sus características 

organolépticas (NMC, 1996). Así mismo la nutrición es otro factor importante a 

considerar en la mastitis bovina. La alimentación en el ganado lechero, siempre debe 

estar orientada en cubrir las necesidades nutricionales en las diferentes etapas del ciclo 

de lactancia. Por ejemplo; durante el período de transición las vacas pueden 

experimentar un balance energético negativo, que puede tener un impacto importante 

en la respuesta inmunológica y pueden presentar cetosis que aumenta dos veces el 

riesgo de presentar mastitis clínica (Oltenacu y Ekesbo 1994; Leslie et al., 2000). De 

acuerdo a Suriyasathaporn et al. (2000) las vacas con un balance energético negativo 

muestran un deterioro de los mecanismos de defensa de la ubre que se debe a la 

reducción de fagocitosis por parte de los neutrófilos polimorfonucleares (PMN) y 

macrófagos; además de la reducción en la generación de quimio atrayentes para la 

migración de leucocitos hacia la glándula mamaria infectada. 

La mastitis es una enfermedad difícil de controlar, ya que son diversos los 

agentes infecciosos  que pueden infectar la ubre y provocar la enfermedad, 

dependiendo de su hábitat principal y de su forma de transmisión. Los microorganismos 

causantes de la mastitis han sido divididos en patógenos contagiosos (Streptococcus 

agalactiae, Staphylococcus aureus y Mycoplasma spp.), los cuales se pueden propagar 

de vaca a vaca principalmente durante la ordeña; y patógenos ambientales 
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(Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae y bacterias coliformes en las que se 

incluyen Escherichia coli y Klebsiella spp) que con frecuencia se encuentran en el 

hábitat de las vacas lecheras. Esta clasificación se basa en la forma en que estos 

microorganismos interaccionan con la glándula mamaria y, en consecuencia, en el tipo 

de mastitis que producen (Hogan et al., 2011). 

Los múltiples agentes bacterianos con sus diferentes mecanismos de virulencia y 

patogenicidad, la colonización transitoria del canal del pezón, el grado y duración de la 

reacción inflamatoria que es imperceptible al examen clínico visual son factores para 

considerarla de tipo subclínico y como una infección activa (Bedolla, 2004), así mismo 

la resistencia bacteriana de estos patógenos a la acción de los antibióticos se torna en 

una infección recidivante (Philpot, et al., 1992). La transmisión de esta enfermedad 

ocurre de un animal enfermo a uno sano por medio de las pezoneras sucias de las 

máquinas ordeñadoras, moscas, estiércol de los corrales y falta de higiene del 

ordeñador entre otras (Rosas, 1992; Capurro et al., 2010). 

2.2. Patogenia de la mastitis 

La infección de la glándula mamaria ocurre generalmente por vía ascendente, en 

donde los microorganismos pasan a través del canal del pezón hacia la cisterna del 

mismo y en consecuencia pueden establecerse en el tejido secretor (Anderson, 1983). 

En un inicio se verán dañadas solo pequeñas áreas del cuarto afectado, lo que incluye 

pérdida de la función de los alvéolos involucrados, las células epiteliales que revisten 

los alvéolos y pequeños conductos mamarios que se degeneran, mueren y se 

descaman.  Este material, más leucocitos y la fibrina producen coágulos que bloquean 

los conductos mayores, impidiendo la remoción de la leche que proviene de áreas aun 

funcionales. La leche que no puede ser eliminada puede traer como consecuencia, una 

regresión prematura del tejido secretor por el aumento de la presión intramamaria y por 

efecto del factor proteico inhibidor de la secreción de leche y por consecuencia esta 

regresión puede ser permanente y el tejido no logra recuperar su funcionalidad por el 

resto de la lactancia. Aunado a esto, la leche residual estancada puede fungir como un 

medio de cultivo ideal para que progrese la enfermedad. Los conductos bloqueados 

pueden reabrirse, liberando bacterias a otras partes del cuarto infectado, este proceso 
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se repite una y otra vez en cuestión de días o semanas, perpetuando un ciclo continuo 

de infecciones en áreas vecinas. Durante los estadios tempranos, el daño tisular es 

mínimo y generalmente reversible. Si las bacterias logran sobrevivir, los micro abscesos 

aumentarán de tamaño hasta hacerse clínicamente palpables. El curso crónico de la 

mastitis por S. aureus implica la destrucción de alvéolos, oclusión de conductos 

galactóforos  y regresión del epitelio alveolar que es reemplazado por tejido fibroso no 

funcional (Corbellini, 2002; Akers y Nickerson, 2011). 

2.3. Tipos de mastitis 

La mastitis bovina puede clasificarse de acuerdo al grado de la inflamación y a 

las lesiones locales e implicaciones sistémicas en la vaca. En términos generales, se 

clasifica en mastitis subclínica y mastitis clínica (Fernández et al., 2012). 

2.3.1. Mastitis subclínica 

De acuerdo al Consejo Nacional de la Mastitis de los Estados Unidos, se puede 

definir como mastitis subclínica, la inflamación de la glándula mamaria que no genera 

cambios visibles en la ubre o en la leche. Las vacas afectadas con este tipo de mastitis 

producen menos leche y la calidad de ésta se ve reducida, pudiendo ser una fuente de 

infección para las otras vacas del hato. A pesar de que la leche obtenida de vacas con 

mastitis subclínica parece visualmente normal, está puede contener un excesivo 

recuento de células somáticas (SCC, del inglés Somatic Cell Count)  con o sin la 

presencia de algún microorganismo patógeno. El recuento de células somáticas (SCC) 

en los cuartos mamarios sanos generalmente es menor de 100,000 células/ml, sin 

embargo un recuento menor de 200,000 células/ml se considera como un valor práctico 

para definir un cuarto mamario como sano. Por lo tanto cuanto mayor sea SCC mayor 

es el nivel de inflamación del tejido, lo que podría indicar una infección intramamaria. A 

su vez muestras bacteriológicamente negativas obtenidas de leche con un elevado 

SCC no necesariamente indica que sea una glándula mamaria saludable, ya que esto 

puede ocurrir debido a que la respuesta inmune ha reducido el número de bacterias por 

debajo de los niveles detectables en el laboratorio (100 UFC/ml). Lo anterior ocurre 

entre el 10 y 25% de los cuartos mamarios con un SCC ˃200,000 células/ml que son 

aparentemente negativos al crecimiento bacteriano. Cabe mencionar que un incremento 
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en el SCC es parte de una  respuesta inmune con el fin de eliminar patógenos (Dohoo y 

Leslie, 1991; Schepers et al., 1997 y Pantoja et al., 2009). 

La mastitis subclínica afecta entre el 20 y 50% de las vacas en producción dentro 

de los hatos lecheros, provocando pérdidas económicas por animal al año en rangos de 

180 a 320 dólares en los Estados Unidos y Europa (Wilson et al., 1997; Huijps et al., 

2008) en tanto en México los costos se estiman en 100 dólares (Wolter et al., 2004; 

Pech et al., 2007). La mastitis Es una enfermedad de alta prevalencia en el ganado 

lechero como se ha mostrado en diferentes estudios realizados, Así, por ejemplo en 

México se han reportado prevalencias de mastitis entre los rangos de 35.64% a 61.80% 

(Pastor y Bedolla., 2008; Pastor et al., 2010; Muñoz et al., 2012 y Aguilar et al., 2014), 

en tanto en algunos países de América del Sur se reportan prevalencias que varían 

entre el 36.20% y 65.60% (Castillo et al., 2009; Ramírez et al 2011; Ruiz et al., 2011; 

Gianneechini et al., 2014; Gómez et al,. 2015); en países europeos, asiáticos y 

africanos se han reportado prevalencias en los rangos de 18.10 % a 86.20 % (Li et al., 

2009; Mekibib et al., 2010; Hashemi et al., 2011; Sharma et al., 2012; Katsande et al., 

2013; Abrahmsén et al 2014; Bludau et al., 2014; Kurjogi et al., 2014; Iraguha et al., 

2015).  

2.3.2. Mastitis clínica 

La mastitis clínica se caracteriza por secreción de leche anormal ya sea que el 

animal muestre o no signos locales o sistémicos de inflamación. Se estima que más del 

80% de los casos de mastitis clínica presentan algunos signos localizados (Oliveira y 

Ruegg, 2014). En el caso de mastitis clínica leve o moderada, los cambios en la ubre 

pueden incluir hinchazón, calor, dolor y enrojecimiento, en tanto en casos severos 

puede existir afectación sistémica, como fiebre, anorexia y shock (Harmon, 1994; Lago 

et al., 2011). Se estima que la mastitis clínica  causa pérdidas económicas de alrededor 

de 444 dólares en los primeros 30 días de lactación, debido a gastos en diagnóstico, 

tratamiento, eliminación de leche, servicios veterinarios, muerte de vacas, disminución 

en la producción de leche y eliminación temprana de animales (Rollin et al., 2015). 
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El primer paso para manejar un caso de mastitis clínica es determinar el nivel de 

severidad, el cual se clasifica como leve, moderado o severo (Wenz et al., 2006), 

enfocándose  solo  en la severidad de la misma. Roberson (2012) menciona que para 

medir la severidad se pueden tomar en cuenta parámetros como: la temperatura rectal, 

estado de hidratación, función ruminal y color de secreciones lácteas. Así mismo el 

autor menciona la siguiente clasificación para determinar la severidad de los casos de 

mastitis clínica: 

 Casos de mastitis clínica leve: son aquellos en los que solo se puede observar 

leche anormal, la vaca no se ve afectada sistémicamente y la ubre no se observa 

hinchada o dura. Se estima que entre el 60% y el 90% de los casos clínicos 

presentan una severidad leve, por lo que es importante identificar este tipo de 

mastitis ya que puede existir suficiente tiempo para realizar un cultivo 

microbiológico y así determinar una manera eficaz para manejar el caso 

(Roberson, 2010; Wenz, 2005). 

 Casos de mastitis clínica moderada: Lago et al. (2011) clasifican un caso de 

mastitis clínica como moderado al observar leche anormal en su color, 

consistencia o viscosidad, además si existe o no presencia de calor, dolor, 

enrojecimiento o inflamación ya sea de manera generalizada o bien solo en un 

cuarto mamario. Por otro lado Roberson (2010) indica que los casos clínicos 

moderados representan alrededor del 10% al 30% de los casos y que se pueden 

evaluar seis parámetros para determinar un caso de mastitis clínica moderada, 

que consiste en observar leche anormal y no más de uno de los siguientes 

signos: secreción de color sérico, disminución en la función ruminal, 

deshidratación, temperatura elevada, aumento en la frecuencia cardiaca o 

frecuencia respiratoria. 

 Casos de mastitis clínica severa: las vacas con mastitis clínica grave, 

presentan secreción de leche anormal, pueden o no presentar signos de 

hinchazón de la glándula mamaria, y tienen dos o más signos de enfermedad 

sistémica como fiebre, taquicardia, taquipnea, deshidratación y disminución en la 

función ruminal. Así mismo, es probable que un solo sistema de medición de la 
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gravedad de los casos clínicos no funcione de manera similar en todos los hatos. 

Además los parámetros pueden ser sugestivos y mal definidos dependiendo de 

la persona encargada de realizar la evaluación clínica. Pero lo que queda claro 

es que una vez determinado el nivel de gravedad es importante siempre realizar 

un cultivo microbiológico con el fin de aplicar un tratamiento correcto y efectivo 

para cada patógeno encontrado y así controlar la mastitis. 

2.4. Estrategias para el control de mastitis 

Para reducir las pérdidas económicas y la presencia de agentes infecciosos y 

ambientales es importante seguir las buenas prácticas de manejo en la ordeña. El 

Consejo Nacional de Mastitis (NMC, 2008) de los Estados Unidos sugiere algunos 

principios básicos para la prevención de la mastitis: 

1. Mantener a las vacas con pezones limpios y secos. Esto reducirá el número 

de bacterias y ayudará a prevenir la mastitis ambiental. Los pezones deben 

lavarse y secarse completamente antes de ser ordeñados. Es importante usar 

pre-sellador con solución bactericida que además es importante para estimular la 

secreción de leche. 

2. Prevenir la transferencia de patógenos entre vaca y vaca durante la ordeña. 

Un método que se puede aplicar para controlar la transferencia de patógenos es 

utilizar una tolla secante (ya sea papel o tela) para cada vaca, que los 

ordeñadores utilicen guantes y ordeñar a las vacas infectadas por separado 

después de haber ordeñado a todas las vacas sanas. 

3. Prevenir lesiones en los pezones. La prevención del daño a los pezones 

comienza con una apropiada técnica de ordeña y es recomendable revisar 

continuamente las funciones y mantenimiento del equipo de ordeña.  

4. Proporcionar un ambiente que permita que las vacas permanezcan limpias. 

Las camas limpias y las áreas de descanso evitarán la contaminación de los 

extremos de los pezones y reducirán el tiempo de preparación antes de la 

ordeña. Es importante que en las salas de ordeña y corrales tengan buen 

drenaje, eliminar el estiércol rutinariamente y mantener una ventilación 
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adecuada. De igual manera es importante evitar el hacinamiento en los corrales 

y evitar el encharcamiento. 

5. Detección temprana de nuevas infecciones. Esto  incluye realizar la prueba de 

California para mastitis (CMT) periódicamente, observar el estado físico de los 

pezones, realizar recuento de células somáticas. Los ordeñadores deben estar 

capacitados para realizar estas pruebas. 

6. Uso apropiado de antibióticos. El uso correcto de los antimicrobianos 

incrementa el éxito del tratamiento, previene infecciones crónicas, se mantiene el 

control en los costos por medicación y previene residuos de antibióticos en la 

leche. Así mismo se evita la aparición de resistencia bacteriana. Es importante 

que los protocolos de uso de antibióticos sean establecidos por Médicos 

Veterinarios. 

7. Control del tiempo de infección. Las infecciones deben ser controladas lo más 

rápido posible. Las infecciones de larga duración provocaran daños al tejido 

secretor lo que provocará perdidas en la producción de leche, además las vacas 

con infecciones crónicas son focos de infección para el resto de las vacas en el 

hato. El buen manejo en el secado de las vacas es una manera efectiva para 

controlar el tiempo que esté presente la infección. 

8. Monitoreo de la mastitis. Es importante conocer y mantener el control de la 

prevalencia de mastitis en el hato. Se pueden implementar sistemas de vigilancia 

para identificar de manera temprana las áreas con problemas. Se debe 

monitorear el SCC, registrar los tratamientos utilizados, tomar muestras de leche 

del tanque de almacenamiento, de cuartos mamarios y de vacas con mastitis 

clínica y con un alto recuentro de células somáticas. De igual manera se deben 

establecer programas y protocolos de acción para cada situación que se 

presente y así asegurar una respuesta rápida. 

9. Cuidado de las terneras de reemplazo. Un elemento clave para evitar mastitis, 

es que los terneros no se amamanten directo del pezón, por lo que es necesario 

suministrarles leche libre de mastitis, proporcionarles un ambiente limpio y 
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mantener un control sobre las moscas. En caso de utilizar la leche de vacas que 

se encuentren en corrales de enfermería, ésta se debe de pasteurizar antes de 

ofrecerla a las terneras y así evitar el riesgo de infección. 

10. Asumir que todas las vacas de reemplazo están infectadas. Antes de 

ingresar vacas de reemplazo en el hato, es importante conocer sus valores de 

SCC por vaca. Se deben hacer cultivos bacteriológicos de muestras tomadas de 

cada vaca y antes de entrar a la ordeña se debe repetir el análisis bacteriológico. 

Esto controlará la propagación de microorganismos provenientes de las vacas de 

reemplazo hacia la población del hato. Este monitoreo es indispensable, sobre 

todo si se compran animales rutinariamente. 

11. Proporcionar una alimentación adecuada. Las dietas deben estar 

balanceadas adecuadamente con los nutrientes esenciales necesarios para 

mantener la resistencia contra las enfermedades. Es de suma importancia 

adicionar microminerales como el selenio, cobre, zinc, vitamina A y vitamina E, 

ya que si existe deficiencia de estos, hay una mayor probabilidad que aparezcan  

infecciones.   

12. Control de moscas. Las moscas pueden llevar patógenos a la punta de los 

pezones de las vacas y pueden causar sitios de infección al morder los extremos 

del pezón. Para evitar la proliferación de moscas es importante mantener limpias 

las instalaciones eliminando el estiércol y los alimentos en descomposición, así 

mismo se pueden utilizar aretes y aerosoles insecticidas.  

13. Capacitación del personal. El personal encargado de la ordeña deberá estar 

capacitado para realizar las técnicas apropiadas, el control de la mastitis y la 

calidad de la leche obtenida pueden utilizarse como un estímulo a un mejor 

salario. Así mismo se les debe proporcionar todo el material necesario para que 

desarrollen su actividad sin ningún contratiempo y deberán conocer el 

procedimiento para realizar prueba de CMT y realizar el SCC de tanque de 

almacenamiento. 
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14. Asignar responsabilidades para la prevención de mastitis. Es importante 

establecer por escrito responsabilidades en cada área de la explotación lechera. 

Todo el personal debe conocer y entender su papel en la prevención de la 

mastitis, de esta manera, cuando ocurra un brote de mastitis se puede identificar 

el eslabón más débil y tomar medidas correctivas. 

2.5. Pruebas para detección de mastitis 

El recuento de células somáticas (SCC, del inglés Somatic Cell Count), la prueba 

de California para mastitis (CMT, del inglés California Test Mastitis) y el recuento de 

células somáticas en tanque de leche (BTSCC, del inglés Bulk Tank Cell Count) son 

herramientas ampliamente utilizadas para diagnosticar mastitis en los establos lecheros 

(Suriyasathaporn et al., 2000; Sargeant et al., 2001).  

2.5.1. Conteo de células somáticas 

Las células somáticas están formadas por células epiteliales de descamación 

natural del interior de la ubre y leucocitos. Existe la renovación periódica del tejido (2%) 

y la migración de leucocitos (98%) que proceden de la sangre y linfa que acuden a la 

glándula mamaria en casos fisiológicos, como consecuencia del proceso de migración 

leucocitaria hacia los epitelios o en caso de una infección (Ruegg, 2003). La infección 

intra mamaria es el principal factor causante de cambios en el recuento de células 

somáticas presentes en la leche. Cuando los microorganismos causantes de mastitis 

invaden un cuarto de la ubre y empiezan a multiplicarse o cuando el número de estos 

aumenta significativamente en un cuarto infectado, el organismo de la vaca tiende a 

reclutar leucocitos para combatir a dichos microorganismos causantes de la mastitis. 

(Philpot y Nickerson, 1992).  

El nivel de SCC de una vaca que no presenta mastitis usualmente se encuentra 

por debajo de 200,000 células por mililitro, y la mayoría de las vacas mantienen valores 

de SCC de menos de 100,000 células por mililitro. Al ocurrir la infección, los macrófagos 

inducen al sistema inmunológico de la vaca para que envíe neutrófilos a eliminar a las 

bacterias. Más del 90% de las células somáticas en las glándulas mamarias infectadas 

están compuestas por neutrófilos  y el SCC es mayor a 200,000/ml, lo que es un fuerte 

indicador de mastitis. El umbral del SCC se utiliza para predecir infecciones 
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intramamarias ya sea a nivel de cuarto o a nivel de vaca. Existen algunos 

inconvenientes obvios con el uso de valores de SCC al identificar una vaca enferma ya 

que la leche de cuartos sanos está mezclada con leche de cuartos mamarios infectados 

(Ruegg, 2003).  Estudios indican que valores de SCC en el rango de 200,000 y 

300,000/ml  aún se puede considerar como ausencia de infección, mientras que valores 

superiores a 800,000 células por mililitro pueden estar asociados a infecciones 

persistentes ya que se ha observado que en el proceso de inflamación el valor de SCC 

es superior a 500/000 células por mililitro (Blood y Radostits, 1992; Harmon, 1994; 

Ramírez et al., 2001).  

2.5.2. Prueba de California para mastitis (CMT) 

La prueba de California para mastitis (CMT, por sus siglas en inglés California 

Mastitis Test), es uno de los métodos más ampliamente utilizados para el diagnóstico 

de mastitis subclínica a nivel de campo (Faría et al., 2005; Kivaria et al., 2007; 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), la cual detecta el estado de 

salud de la ubre mediante una estimación del contenido de células somáticas. Su 

principal desventaja es la subjetividad implícita en la lectura de los resultados (Rueeg, 

2003). 

La prueba de California para mastitis se fundamenta en la lisis que ocasiona el 

detergente aniónico Alquil-Aril Sulfonato de sodio en las células somáticas presentes en 

la leche. La lisis produce la salida del ácido desoxirribonucleico (ADN) y los filamentos 

de ADN libres tienden a formar un gel cuando se unen, y finalmente el púrpura de 

bromocresol (incluido en el reactivo) facilita la visualización del gel formado. Por tanto, a 

mayor contenido celular en la leche, mayor gelificación, y el gel estima en forma 

indirecta el número de células somáticas existentes en la leche, permitiendo clasificar 

los cuartos mamarios en cinco categorías (Rueeg, 2003). Kivaria et al. (2007) (cuadro 

1).  
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Cuadro 1. Lectura e interpretación de la prueba CMT y su equivalencia con el recuento 

de células somáticas. 

 

Resultados 

CMT 
Reacción 

Equivalencia 

SSC/ml 

Porcentaje de 

neutrófilos 
Interpretación 

Negativo 

La mezcla no 

presenta 

precipitado y/o 

gel 

0-200,000 0-25 
Cuarto 

mamario sano 

Traza 

Formación de 

una traza de 

precipitado que 

desaparece 

pronto 

150,000-

500,000 
30-40 

Posible 

infección 

dependiendo 

del número de 

cuartos 

mamarios 

1 + 

Existe 

precipitado pero 

no se forma gel 

400,000-

1,500,000 
40-60 

Mastitis 

subclínica 

2 + 

El precipitado 

se vuelve gel y 

se concentra en 

el centro de la 

raqueta 

800,000-

5,000,000 
60-70 

Mastitis 

subclínica 

3 + 

Formación de 

un gel que se 

adhiere al fondo 

de la raqueta 

˃5,000,000 70-80 
Mastitis 

subclínica 
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2.5.3. Recuento de células somáticas en tanque de leche (BTSCC) 

El BTSCC permite definir valores mínimos de células somáticas permitidos en el 

tanque de la leche, asumiendo que un bajo porcentaje de las vacas en el hato 

presentan cuartos mamarios con prueba positiva al CMT y consecuentemente, bajos 

valores en SCC. Estos valores tienen una implicación de gran importancia para el 

control de calidad de la leche y son la base de los estándares internacionales para 

poderla comercializar. Por lo que, la estimación del BTSCC sirve como una herramienta 

para definir el porcentaje de vacas que pueden tener mastitis subclínica en una 

explotación lechera y, tanto sus valores como los factores que determinan un valor 

determinado de BTSCC (Cerón et al., 2007). Se han estandarizado en diferentes países 

del mundo: en el caso de la Unión Europea, Australia, Nueva Zelanda y Canadá el 

límite de BTSCC es de 400,000 células por mililitro (APHIS Smith, 1998, Hillerton, 2004; 

USDA-APHIS, 2012), en Brasil el máximo permitido de BTSCC es de 1,000,000 células 

por mililitro (APHIS Rodrigues et al., 2005) mientras que el valor permitido en los 

Estados Unidos es de 750,000 células por mililitro (USDA-APHIS, 2012). 

2.6. Staphylococcus aureus en mastitis bovina 

S. aureus es un coco Gram-positivo, no móvil, no esporulado que puede 

encontrarse solo, en pares, en cadenas cortas o en racimos, siendo esta última la más 

común, Sus colonias miden de 1 a 3 micrómetros, producen un típico pigmento amarillo 

debido a la presencia de carotenoides y muchas cepas producen hemólisis a las 24-36 

horas. Esta bacteria tiene todas las características típicas del género: es anaerobio 

facultativo, mesófilo, necesita aminoácidos y vitaminas para su crecimiento, es capaz 

de fermentar la glucosa y el manitol con producción de ácido y tolera condiciones 

ambientales muy variables. Así, puede crecer a cualquier temperatura entre 6 y 46°C, 

con una temperatura óptima entre 30-37°C. En cuanto al pH, se desarrolla entre valores 

de 4.0 y 9.8 con el óptimo en torno a la neutralidad; y es bastante resistente a la 

desecación, congelación y calor, aunque no tanto como las endosporas de las bacterias 

esporuladas (Wilkinson, 1997; Fueyo, 2005). 

S. aureus es uno de los principales microorganismos patógenos causantes de 

mastitis bovina. Su importancia radica en que no es un patógeno obligado de la ubre, ya 
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que se puede encontrar en lesiones de la piel de los pezones, en las manos de los 

ordeñadores, en las camas, en los equipos de ordeño; y en muchas ocasiones, las 

prácticas de manejo pueden hacer que este agente etiológico alcance el conducto del 

pezón y de ahí desencadenar una reacción inflamatoria. Al ser un patógeno oportunista, 

puede colonizar tanto a seres humanos como a numerosas especies animales, y es 

responsable de aproximadamente un tercio de los casos de mastitis clínica y subclínica 

(Waage et al., 1988; Roberson et al., 1996; Bradley et al., 2007;   Botrel et al., 2010; 

Capurro et al., 2010). En México se han reportado prevalencias entre el 30% y 60% 

(Miranda et al., 2008; Muñoz et al, 2012), en Estados Unidos y Canadá se han 

reportado prevalencias del 43% y 40%, respectivamente (USDA-APHIS, 2007; Olde et 

al., 2010), en Argentina se ha reportado una prevalencia del 27.9% (Pellegrino et al., 

2011), en Brasil del 48.14% (Ruiz et al., 2011), en Suecia 18.64% (Persson et al., 2011) 

y en Irán del 59.50% (Pourtaghi et al., 2016).  

2.7. Patogenia y virulencia de Staphylococcus aureus 

La patogenia de las infecciones por S. aureus se produce al combinarse los 

factores de virulencia bacteriana con una disminución de las defensas del hospedero. 

En su acción patógena intervienen los componentes de la pared celular, la producción 

de enzimas y toxinas favorecedoras de la invasión tisular y su capacidad para 

diseminarse y multiplicarse en los tejidos del hospedero (Borraz, 2006). 

Petersson et al. (2010) mencionan que la infección intramamaria causada por S. 

aureus inicia cuando el microorganismo logra ingresar a través del orificio del pezón 

hacia la glándula mamaria. Inicialmente la bacteria daña los tejidos que recubren a los 

pezones y las cisternas de la glándula dentro de los cuartos mamarios, estableciéndose 

en los alveolos y los conductos que forman el sistema secretor de leche. Una vez que 

S. aureus logra colonizar la glándula mamaria puede provocar ulceración y erosión de 

los senos y ductos lactíferos e infiltración del parénquima mediante células 

inflamatorias. En última instancia ocurre la destrucción de las células epiteliales 

secretoras de los alveolos y los conductos galactóforos (Anderson, 1983). Las células 

dañadas se pueden combinar con los leucocitos formando abscesos, lo que conduce a 

la oclusión de los conductos de la leche que drenan las áreas alveolares y por lo tanto 
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la bacteria queda atrapada dentro éstos. Los conductos pueden abrirse de nuevo, pero 

esto generalmente resulta en la liberación del patógeno, lo que conlleva a que la 

infección se pueda extender a otras porciones de la glándula mamaria. La propagación 

de S. aureus dentro de la glándula mamaria induce la formación adicional de abscesos 

que en ocasiones son masas bastante grandes y detectables dentro de la ubre  

(Petersson et al., 2010). 

La principal defensa de la ubre contra una infección intramamaria es la 

fagocitosis de S. aureus por parte de los neutrófilos, que son las principales células 

somáticas implicadas en la eliminación de patógenos en la glándula mamaria, sin 

embargo, la acción fagocitaria de los neutrófilos se ve impedida por la presencia de 

leche, del mismo modo las concentraciones de anticuerpos opsonizantes y factores del 

complemento son bajas en leche, lo que impide la captación de S. aureus por parte de 

los neutrófilos (Sutra y Poutrel, 1990). Aunado a lo anterior las bacterias pueden 

ocultarse dentro de los neutrófilos y otras células del hospedero a medida que los 

neutrófilos tratan de eliminarlas, logrando algunas sobrevivir volviéndose inactivas 

dentro de ellos y liberándose cuando los glóbulos blancos mueren continuando el 

proceso de infección. Aunque la mayoría de los casos de mastitis causada por S. 

aureus son subclínicos, las vacas con casos crónicos suelen tener un recuento de 

células somáticas elevado, tejido mamario anormal y casos recurrentes de mastitis 

clínica. Los cuartos mamarios clínicamente infectados, a menudo muestran hinchazón y 

grumos visibles en la leche. Las infecciones agudas de S. aureus generalmente se 

desarrollan avanzada la etapa de lactación, sin embargo los signos clínicos (hinchazón, 

ubres endurecidas, cambios en la apariencia de la leche) aparecen poco antes del parto 

o cerca de la siguiente lactancia. Se vuelve difícil tratar con éxito una infección debido a 

que los fármacos no son capaces de alcanzar todos los sitios de infección y a que las 

bacterias pueden evitar el contacto con los fármacos mientras residen dentro de los 

leucocitos. Además, muchas cepas de S. aureus son capaces de producir enzimas que 

inactivan la acción de los antibióticos haciendo que los tratamientos sean ineficaces 

(Petersson et al., 2010). 
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S. aureus se caracteriza por presentar diversos factores de virulencia, algunos de 

los cuales están relacionados con la gravedad de la infección intramamaria desarrollada 

en el hospedero (Fournier et al., 2008). Estos factores determinan su alto potencial 

patogénico ya que representan una gran variedad de exotoxinas y proteínas asociadas 

a la superficie celular que aumentan su habilidad de adhesión intercelular y su 

capacidad de colonizar células epiteliales y macrófagos de la glándula mamaria. Otras 

toxinas tales como las hemolisinas α, β, δ y γ pueden degradar tejidos y 

macromoléculas para obtener nutrientes para el crecimiento de la bacteria (Bubeck et 

al., 2007; Kalorey et al., 2007).  

La mayoría de los factores de virulencia de S. aureus se han caracterizado 

bioquímicamente, sus genes han sido clonados y secuenciados,  y se ha demostrado 

que no todas las cepas expresan los mismos (Baba et al., 2002; Kalorey et al., 2007). 

La adhesión a la membrana de las células epiteliales es una etapa crucial para que se 

establezca la infección por parte de S. aureus, expresando diversos genes, como los 

receptores de superficie que cuentan con las habilidades y propiedades de enlazarse a 

las inmunoglobulinas (proteína A), factores de aglutinación que son capaces de 

enlazarse al fibrinógeno  (ClfA  y ClfB) y proteínas de unión a la fibronectina (FnbA y 

FnbB). Así mismo, presenta un locus de adhesión intracelular (ica). Un gran número de 

cepas de S. aureus tienen genes que codifican para súper antígenos (SAgs), como la 

toxina 1 del síndrome del shock tóxico (TSST-1) y enterotoxinas termoestables (SEs) de 

la A  la Q, siendo estas causantes de la intoxicación alimentaria en humanos. Los súper 

antígenos SAgs son llevados y diseminados por elementos genéticos móviles tales 

como profagos, plásmidos e islas de patogenicidad estafilocócicas (SaPis) (Dinges et 

al., 2000; Schelin et al., 2011), además provocan pirogenicidad y supresión del sistema 

inmune, lo que puede aumentar los efectos tóxicos de la endotoxina endógena 

(Kulhankova et al., 2014). En humanos, las SAg tienen un efecto mitogénico, sobre las 

células T y pueden causar el síndrome del shock tóxico (Novick et al., 2001), en tanto 

en vacas con mastitis se sugiere que también juegan un papel importante en el 

establecimiento de la infección proporcionando un ambiente idóneo para la colonización 

(Graber et al., 2009; Piccinini et al., 2010).  
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Distintos estudios muestran que existen cepas de S. aureus obtenidas de casos 

de mastitis bovina que expresan diferentes factores de virulencia, con los cuales logra 

colonizar y establecer la infección. Se ha documentado que la presencia de las 

proteínas de aglutinación (ClfA) y las proteínas de adhesión a la fibronectina (FnbpA) 

tienen una amplia relación con la alta patogenicidad de la bacteria así como el 

desarrollo y severidad de la mastitis bovina (Momtaz et al., 2010, Ote et al., 2011 y 

Yang et al., 2012). Estudios realizados en México muestran la presencia de distintos 

factores de virulencia en aislados de S. aurues causantes de mastitis bovina, siendo los 

más prevalentes ClfA (73%) y hemolisinas (78%) (Franco et al., 2008). El-Sayed et al. 

(2005) reportaron que las proteínas de aglutinación (ClfA) y de unión a la fibronectina 

(FnbpA), así como las hemolisinas, estuvieron presentes en el 100% de los aislados 

obtenidos. Estos hallazgos indican que las cepas de S. aureus circulantes en los 

establos lecheros, pueden tener un alto grado de virulencia, por lo cual es importante 

implementar las medidas y estrategias de prevención necesarias para tratar de 

controlar o eliminar este patógeno. 

2.8. Programa de control para Staphylococcus aureus 

Una vez que Staphylococccus aureus se establece en un hato lechero es muy 

difícil de eliminar, por lo que es muy importante iniciar un programa de control y 

prevención a largo plazo, lo que apoyará a disminuir la prevalencia de S. aureus. 

Mellenberger y Kirk (2001) proponen seguir el siguiente programa para el control de S. 

aureus: 

Eliminación de vacas con infección crónica. En primer lugar se deben segregar 

aquellas vacas adultas que presenten las siguientes características: 

 Mastitis clínica crónica y baja producción de leche en más de una lactación. 

 Que presenten un SCC superior a las 400,000 células por mililitro al mes durante 

dos lactancias. 

 Que hayan recibido más de tres tratamientos en la lactancia actual, sin haber 

mostrado un efecto positivo tanto en mastitis clínica como subclínica.  
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 Cultivo bacteriano positivo a S. aureus en más de un cuarto mamario en tres 

ocasiones. 

 Que presenten problemas de mastitis, reproductivos, baja producción y cuartos 

mamarios no funcionales.  

El número de vacas sacrificadas dependerá de la disponibilidad de reemplazos, 

la sustentabilidad económica de la explotación, el SSC en tanque de almacenamiento y 

la producción individual de las vacas en el hato. 

Separación de vacas y enfermas durante la ordeña. El grupo de vacas a separar 

debe incluir aquellas que han sido tratadas en la lactación actual, vacas con cultivo 

bacteriano positivo a S. aureus, vacas que presenten un constante SCC arriba de 

200,000 células somáticas por mililitro y aquellas que tengan un cuarto mamario con 

CMT +1 o mayor. Es necesario tomar en cuenta que en establos positivos a S. aureus, 

las vacas con cultivos negativos pero que presentan repetidamente un SCC mayor a 

400,000 se deben considerar como infectadas, así mismo si en el hato el 30% de las 

vacas están infectadas con  S. aureus valores de SCC superiores a 200,000 pueden 

predecir la presencia de este patógeno en uno o más cuartos. Para separar las vacas 

infectadas, se tienen tres opciones: 

1. Agrupar por separado las vacas infectadas con S. aureus. Estas vacas se 

ordeñaran al final, a las vacas recién paridas se les debe hacer cultivo 

bacteriológico en el tercer o cuarto ordeño o bien realizar prueba de CMT en el 

sexto ordeño. Antes de asignar los grupos de vacas sanas y enfermas, se puede 

hacer cultivo bacteriano a las vacas que hayan salido CMT ≥ 1, así mismo las 

vacas que estén recibiendo tratamiento se deberán incluir en el grupo de vacas 

enfermas. Las vacas enfermas podrán abandonar este grupo cuando tengan dos 

cultivos bacterianos negativos de manera consecutiva luego de la terapia de 

secado, estas vacas deberán mantener un SCC por debajo de 200,000 cel/ml al 

mes y es importante observar que no presenten signos de reinfección. Una vaca 

podrá pasar del grupo sano al grupo de vacas enfermas en caso de manifestar 

mastitis y si presenta cultivo bacteriano positivo a S. aureus. 
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2. Ordeñar por separado vacas en tratamiento y vacas con S. aureus si estas 

últimas son menos del 10%. Las pezoneras empleadas para ordeñar vacas 

infectadas no deben ser utilizadas para ordeñar otras vacas (sanas o en 

tratamiento), siguiendo esta opción las vacas enfermas no tienen que estar 

separadas físicamente de las vacas sanas, pero si deben estar claramente 

identificadas al momento del ordeño. 

3. Enjuagar de forma eficiente el equipo de ordeño entre vaca y vaca. Durante el 

ciclo de lavado y enjuague las concentraciones de yodo deben mantenerse en 25 

ppm o más, con el fin de remover S. aureus, sin embargo la mayoría de los 

materiales (silicón) de las pezoneras y el yodo no son compatibles, por lo que es 

importante consultar con los proveedores el sistema de enjuague y las 

soluciones yodadas a utilizar en la los equipos de ordeña. 

2.9. Otros aspectos a considerar para la prevención y control de S. aureus. 

 Efectuar manejo de secado en vacas infectadas y preñadas cuando estén dentro 

de los 80 días antes del parto y aplicar terapia de secado en todos los cuartos 

mamarios, se les debe realizar cultivo bacteriano durante la tercera y cuarta 

ordeña después del parto, para observar si existe la presencia de S. aureus. Las 

vacas infectadas que no reaccionen a la terapia de secado se deben ordeñar al 

final o con el grupo de vacas enfermas, estas vacas podrán ser candidatas al 

sacrifico cuando su producción láctea comience a descender por debajo del 

umbral prefijado. 

 Evitar la compra de vaquillas o vacas de reemplazo si aún no se tiene un 

programa bien desarrollado para el control de S. aureus. Al momento de comprar 

reemplazos se debe verificar el estatus sanitario de la explotación de 

procedencia respecto a S. aureus, en caso de poder comprobar la situación 

sanitaria, las vacas se deberán considerar como infectadas con S. aureus hasta 

demostrar lo contrario. 

 Ordeñar en primer lugar las vacas sanas de primera lactación. 
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 Realizar una evaluación completa del funcionamiento del equipo de ordeño, 

especialmente de la bomba de vacío, controlador y nivel de vacío, líneas de 

vacío y de leche, pulsador y los separadores automáticos. Las pezoneras deben 

ser reemplazadas luego de 1000 ordeñas (depende del fabricante). 

 Evaluar las buenas prácticas de ordeño con la asesoría de un médico veterinario 

o un consultor, así mismo se debe capacitar periódicamente a todo el personal. 

 Establecer un protocolo de desinfección, pre-sellado y sellado de pezones 

mediante la aplicación de soluciones yodadas. En los hatos en los que está 

presente S. aureus, los pezones deben pre-sellarse y sellarse después del 

ordeño mediante inmersión con una solución de yodo al 1% que contenga 

glicerina al 10%.  

 Establecer un programa de tratamiento para el período seco, utilizando 

antibióticos específicos para esta etapa, el tratamiento se debe aplicar a todas 

las vacas y en todos los cuartos mamarios luego del último ordeño.  

 Las vacas se deben ordeñar de dos a tres veces por día hasta la última ordeña 

antes del período seco. No es recomendable saltarse una ordeña, ya que esto 

puede conducir a la aparición de mastitis clínica en vacas con infecciones 

subclínicas. 

 Administrar una nutrición a base de raciones balanceadas, con énfasis en las 

vitaminas, selenio y otros microminerales, ya que estos ayudan a la integridad de 

la piel y el sistema inmunológico. 

 Evaluar la condición de las instalaciones en donde se alojan las vacas preñadas, 

vacas secas, vacas que están cercanas al parto y vacas en lactancia. Es 

necesario eliminar fuentes potenciales que puedan dañar las ubres, así mismo 

las vacas con ubres colgantes serán más propensas a las lesiones y a las 

infecciones por S. aureus. 

 Los ordeñadores deben utilizar guantes desechables y lavarse frecuentemente 

las manos enguantadas, el uso de guantes previene la formación de fisuras y 
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escoriaciones en la piel de las manos, cultivos bacteriológicos han mostrado la 

presencia de S. aureus en las manos. 

 Realizar prueba de CMT, muestreos y cultivos bacteriológicos para monitorear la 

presencia de S. aureus. 

2.10. Mecanismo de acción de los antibióticos 

Los antibióticos pueden ejercer su acción de forma bacteriostática (inhibiendo de 

forma temporal el desarrollo de la bacteria) o bactericida (destruyendo la viabilidad 

celular), mediante tres procesos, 1) Inhibiendo la síntesis de la pared celular, como los 

β-lactámicos y glucopéptidos que actúan inhibiendo distintos procesos implicados en la 

síntesis del peptidoglicano. 2) Inhibiendo la síntesis proteica a diferentes niveles en las 

subunidades ribosomales 30S y 50S. 3) Bloqueando las síntesis de los ácidos nucleicos 

(Borraz, 2006). 

2.10.1. β-lactámicos 

Actúan sobre el péptidoglucano de la pared celular bacteriana, inhibiendo la 

última etapa de su síntesis e induciendo su destrucción al unirse a las proteínas de 

unión a las penicilinas (PBPs), las cuales están situadas en la parte externa de la 

membrana citoplasmática. La inactivación de las PBPs se hace por formación de 

complejos covalentes con los  β-lactámicos, por lo tanto, el efecto de un antibiótico de 

este grupo depende de la afinidad que tenga por las diferentes PBPs, ya que cada β-

lactámico tiene una afinidad máxima para una PBP concreta (Jehl, 2004).  

2.10.2. Cefaloporinas 

Las cefalosporinas son antibióticos bactericidas y su mecanismo de acción es 

interferir con la síntesis del peptidoglicano de la pared celular bacteriana, a través de 

la unión a la proteína fijadora de penicilina (PBP) e inactivación de los inhibidores de la 

autolisina endógena. Esta autolisina rompe las paredes celulares bacterianas y produce 

la muerte del microorganismo por lisis microbiana. Las cefalosporinas, incluyendo las 

de tercera generación, al fijarse a sus proteínas-blanco en la membrana de la célula 

bacteriana, inactivan las enzimas implicadas en la síntesis de la pared celular (Dávalos, 

1998).  
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2.10.3. Macrólidos 

Ejercen su actividad antimicrobiana al obstaculizar la síntesis de proteínas en la 

bacteria alterando los ribosomas bacterianos. Se fijan a la subunidad ribosomal 50S e 

impiden la reacción de translocación en la cual la cadena del péptido en crecimiento se 

desplaza del sitio aceptor al donador. Su efecto bactericida o bacteriostático depende 

de su concentración, del microorganismo, del inoculo, de su sensibilidad y de la fase de 

proliferación en que se encuentren (Goodman, et al., 1990; Kirst, et al., 1983).  

2.10.4. Aminoglucósidos 

Su sitio intracelular de acción es la subunidad ribosómica 30s, que provoca error 

de lectura del RNAm con producción de una proteína anómala, lo cual aunado al efecto 

sobre la membrana celular (induce fuga de sodio, potasio y otros componentes 

esenciales) producen la muerte bacteriana (Sande, et al., 1993; Delgado, 1990). 

2.10.5. Quinolonas 

El mecanismo de acción de las quinolonas es inhibir la acción de las enzimas 

topoisomerasas tipo II (ADN girasa y topoisomerasa IV). En bacterias Gram-negativas 

la ADN girasa es el blanco principal, mientras que la topoisomerasa IV actuaría como 

sitio blanco secundario. La ADN girasa es una enzima compuesta por cuatro 

subunidades, dos tipo A y dos tipo B codificadas por los genes gyrA y gyrB 

respectivamente, y que está encargada de catalizar el superenrollamiento negativo del 

ADN. La topoisomerasa IV es el sitio blanco en las bacterias Gram-positivas y también 

está formada por cuatro subunidades codificadas por parC y parE, homólogas a gyrA y 

gyrB respectivamente (Mosquito et al., 2011). Estas enzimas actúan pasando una 

región del ADN dúplex a través de otro y durante este proceso el antibiótico queda 

atrapado en una reacción intermedia que contiene quinolona, enzima y ADN roto, 

resultando un complejo que bloquea la replicación del ADN y debido a esto algunas 

bacterias mueren en cuestión de horas (Kreuzer y Cozzarelli, 1980; Mizuuchi et al., 

1980). 
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2.10.6. Tetraciclinas 

Las tetraciclinas actúan inhibiendo la síntesis proteica de las bacterias, se fijan a 

la subunidad 30S del ribosoma bacteriano, por lo que impiden la unión del sitio 

aminoacil del ARN de transferencia a la subunidad 30S ribosomal, paralizando la 

incorporación de aminoácidos durante la síntesis proteica. Logran atravesar la 

membrana externa de las bacterias a través de porinas mediante difusión pasiva y 

llegan al citoplasma por medio de un mecanismo dependiente de energía. La fijación de 

todas las tetraciclinas a la subunidad ribosomal es reversible, lo que explica su efecto 

bacteriostático (Vicente y Pérez, 2009). 

2.10.7. Sulfonamidas 

Para obtener determinados elementos esenciales como los aminoácidos o las 

bases púricas y pirimidínicas de los nucleótidos, se requiere la síntesis de folatos, que 

algunas bacterias son incapaces de obtener del medio. La síntesis de ácido 

tetrahidrofólico se obtiene a partir de pteridina y de ácido paraaminobenzoico (PABA), 

que mediante la enzima dihidropteroato sintetasa forman el ácido dihidropteroico. 

Posteriormente, por adición de ácido glutámico se forma el ácido dihidrofólico (ácido 

fólico) que reducido por la dihidrofolato reductasa forma el ácido tetrahidrofólico (ácido 

folínico). Las sulfonamidas son análogos del ácido paraaminobenzoico, y por tanto 

compiten por la enzima dihidropteroato sintetasa, impidiendo así la formación de ácido 

dihidropteroico, precursor del ácido fólico (Calvo y Martínez, 2009) 

2.11. Resistencia bacteriana hacia los antibióticos  

Aunque es difícil controlar S. aureus solo con el uso de antibióticos, distintos 

antimicrobianos son utilizados para tratar diferentes problemas infecciosos en el 

ganado, lo que puede resultar en el desarrollo de cepas resistentes. El uso de  

antibióticos se correlaciona con la aparición y el mantenimiento de factores que 

confieren resistencia a las cepas patógenas, los cuales están codificados por genes que 

pueden estar en el cromosoma bacteriano, plásmidos o casetes genéticos que se 

incorporan dentro de integrones lo que permite que se transfieran con facilidad entre 

aislados (Sears et al., 2003; Shitandi y Sternesjo, 2004; Brouillette y Malouin, 2005; 

Rychlik et al., 2006). Los principales grupos de antibióticos de primera elección para 
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tratar mastitis bovina y terapia de secado, son betalactámicos, cefalosporinas, 

aminoglucósidos  y fluoroquinolonas entre otros (Gentilini et al., 2000; USDA-APHIS 

2000-2007; Saini et al., 2012). Se ha reportado resistencia principalmente al grupo 

betalactámicos  (penicilina y ampicilina) en Brasil (75.90% y 62.0%), Estados Unidos 

(38.4% y 60.9%), Irán (penicilina 86%) y China (penicilina 94.4%) (Erskine et al., 2005; 

Jamali et al., 2014; Kozerski et al., 2014; Wang et al., 2015), indicando que este grupo 

de antibióticos se sigue utilizando como primer línea de tratamiento para la mastitis 

bovina. 

La terapia prolongada con antimicrobianos, puede conducir al desarrollo de 

resistencia en un microorganismo que en un inicio era sensible pero posteriormente se 

fue adaptando y por consecuencia desarrolló resistencia. Cuando un antibiótico ejerce 

su acción ante las bacterias, aquellas que sean susceptibles a él morirán, pero las que 

presenten resistencia sobrevivirán. La aparición de una bacteria con un genotipo 

resistente a los agentes antimicrobianos, depende del grado de expresión de genes 

resistentes, así como la capacidad del microorganismo para evadir los mecanismos de 

defensa del huésped y el sitio inicial de colonización del microorganismo entre otros. En 

caso de que las determinantes de resistencia se encuentren en plásmidos, se 

propagarán rápidamente dentro del género e incluso en géneros bacterianos no 

relacionados y cuando la resistencia está asociada con genes en los cromosomas, los 

microorganismos resistentes se propagarán lentamente (Vaiciuvenas, 2005; Dzidic et 

al., 2008). 

Las bacterias pueden multiplicarse rápidamente y tienen una gran capacidad de 

adaptarse a los cambios en el medio, por lo que pueden sobrevivir en condiciones 

desfavorables, al seleccionarse diferentes mutaciones que les confieren protección. Así 

mismo, un factor importante que contribuye a su adaptabilidad, es que pueden acceder 

a una gran cantidad de genes itinerantes, como plásmidos y transposones, los cuales 

se pueden mover de una bacteria a otra y así propagarse a través de poblaciones 

bacterianas. La capacidad bacteriana para adaptarse a los cambios externos utilizando 

estos mecanismos se denomina desarrollo de resistencia frente a las presiones de 

selección. La resistencia puede ser intrínseca o adquirida, la resistencia intrínseca es 
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propia de cada familia, género o especie, siendo por lo tanto una resistencia predecible, 

donde la bacteria es naturalmente resistente a determinado antibiótico debido a que no 

posee la estructura de un sitio blanco o se le hace imposible al antibiótico penetrar la 

célula bacteriana. Por otro lado, la resistencia adquirida es cuando la bacteria que 

normalmente es sensible a un antibiótico en particular, se convierte en resistente, ya 

sea por una mutación cromosómica o por intercambio de material genético entre 

bacterias (Hernández, 2005).  

2.12. Mecanismos de resistencia bacteriana 

Las bacterias han desarrollado varios mecanismos para neutralizar la acción de 

los agentes antimicrobianos, los mecanismos principales en las bacterias Gram 

positivas son: inactivación enzimática del antibiótico, modificación del sitio blanco, 

expulsión del antibiótico por acción de una bomba de eflujo y protección del sitio blanco 

(Guardabassi y Courvalin, 2006).  

2.12.1. Resistencia por inactivación enzimática 

Consiste en la síntesis por parte de las bacterias, de ciertas enzimas que 

modifican la estructura del antibiótico provocando la anulación de su función (Gimeno y 

Ortega, 2005). Existen tres enzimas principales que pueden inactivar los antibióticos: β-

lactamasas, enzimas modificadoras de aminoglucósidos  y cloranfenicol 

acetiltransferasas (Dockrell et al., 2004). Dentro de las reacciones bioquímicas que 

catalizan estas enzimas se encuentra la hidrólisis, transferencia de grupos y 

mecanismos redox.  

2.12.1.1. Inactivación del antibiótico mediante hidrólisis 

Algunos antibióticos poseen enlaces químicos hidrolíticamente susceptitibles 

(enlaces ésteres y amidas), por lo que es bien sabido que distintas enzimas destruyen 

la actividad antibiótica degradando y cortando estos enlaces. Estas enzimas a menudo 

pueden ser excretadas por las bacterias inactivando al antibiótico antes de que alcance 

su sitio blanco dentro de las bacterias. Las enzimas hidrolíticas amidasas más comunes 

son las β-lactamasas que rompen el anillo β-lactámico de las penicilinas y 

cefalosporinas. Muchas bacterias, tanto  Gram positivas como Gram negativas 

producen tales enzimas, las cuales pueden pertenecer a distintos grupos funcionales y 
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ser codificadas tanto en cromosomas como en plásmidos transferidos desde diferentes 

bacterias (Kotra et al., 1999; Poole, 2004; Bush et al., 1995; Bonnet, 2004).  

2.12.1.2 Inactivación del antibiótico mediante transferasas 

La familia más diversa de enzimas que confieren resistencia es el grupo de las 

transferasas. Estas enzimas inactivan antibióticos del grupo de los aminoglucósidos, 

cloranfenicol, estreptogramina, macrólidos y rifampicina mediante sustituciones de 

grupos químicos (adenililo, fosforilo o acetilo) los cuales se adhieren a la periferia de la 

molécula del antibiótico, por lo tanto los antimicrobianos modificados se ven afectados 

en su unión a su sitio blanco (Dzidic et al., 2008). 

2.12.1.3 Inactivación del antibiótico mediante mecanismos redox 

Las reacciones de oxidación y reducción son utilizadas por las bacterias 

patógenas como un mecanismo de resistencia contra los antibióticos. Un ejemplo de 

este mecanismo es la oxidación de las tetraciclinas por parte de la enzima TetX. 

Streptomyces virginae es capaz de producir virginiamicina M1 que es una 

estreptogramina, y se puede proteger de su mismo antibiótico reduciendo un grupo 

cetónico a un alcohol en la posición 16 (Dzidic et al, 2008) 

2.12.2 Resistencia por alteración del sitio blanco del antibiótico 

La resistencia bacteriana conferida por la alteración del sitio blanco en el cual 

actúa el antibiótico consiste en la modificación de algunos sitios específicos de la célula 

bacteriana como la pared celular, membrana celular, la subunidad 50S o 30S 

ribosomales o el ARN ribosomal 23S o 16S  entre otros (Fuchs et al., 1994).  

2.12.2.1 Alteración de la estructura del peptidoglicano 

Por lo general, los antibióticos β-lactámicos pueden inhibir la síntesis de la pared 

celular impidiendo las funciones celulares vitales, sin embargo en ocasiones es posible 

que se produzcan mutaciones en este sitio blanco reduciendo la susceptibilidad a la 

inhibición y manteniendo las funciones celulares. En ocasiones la modificación a la 

estructura del sitio blanco para producir la resistencia, requiere otros cambios en la 

célula para compensar la modificación efectuada, tal es el caso de Staphylococcus 

aureus, el cual adquiere la proteína de unión a la penicilina 2a (PBP2a) que resulta en 
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la resistencia a la meticilina (MRSA) y a la mayoría de los antibióticos β-lactámicos. 

Para eficientar la biosíntesis del peptidoglicano, la proteína PBP2a necesita alterar la 

composición y estructura del peptidoglicano, en lo que están implicados una serie de 

genes adicionales (Enright, 2003; Leski y Tomasz, 2005). 

2.12.2.2 Interferencia en la síntesis de proteínas  

Existe una amplia gama de antibióticos que interfieren con la síntesis de 

proteínas en distintos niveles del metabolismo de la proteína, como aminoglucósidos, 

tetraciclinas, macrólidos, cloranfenicol, ácido fusídico, mupirocina, estreptograminas y 

oxazolidinonas. Otros, como las rifamicinas intervienen en la transcripción de ARN 

afectando a la ARN polimerasa (Happi et al., 2005). El grupo de los macrólidos, 

lincosamida y estreptogramina B (MLS) bloquean la síntesis de proteínas en las 

bacterias al unirse con la subunidad ribosomal 50S y la resistencia a estos antibióticos 

ocurre al existir una modificación post-transcripcional en el componente 23S de la 

subunidad ribosomal 50S. Así mismo existen mutaciones en el sitio 23S ribosomal 

cerca de los sitios de metilación lo cual está asociado con la resistencia a macrólidos 

(Weisblum, 1998). En el caso de las oxazolidinonas (linezolid) que también actúan 

sobre la subunidad ribosomal 50S, inhiben la formación de los complejos de iniciación e 

interfieren con la translocación de peptidil-ARNt desde el sitio A al sitio P, la resistencia 

bacteriana a estos antibióticos está relacionada con mutaciones en el ARNr lo que 

resulta en la reducción de afinidad al sitio de unión (Wang y Taylor, 1998). Las 

mutaciones en el gen 16S ARNr confieren resistencia a los aminoglucósidos, algunos 

microorganismo resisten la acción de estos antibióticos mediante la metilacion post-

trasncripcional en el sitio de unión del aminoglucósido en el gen 16S ARNr (Suzuki et 

al., 1998). 

2.12.2.3 Interferencia en la síntesis de ADN 

Este mecanismo de resistencia es por medio de una modificación en las enzimas 

ADN girasa (topoisomerasa II) en los genes gyrA y gyrB y la enzima topoisomerasa IV 

en los genes parC y parE. Las mutaciones en los genes gyrA y parC provocan un fallo 

en la replicación del ADN, por lo que los antibióticos no pueden unirse, como es el caso 

de las quinolonas y fluoroquinolonas (Drlica y Malik, 2003)  
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2.12.3 Bombas de eflujo  

Las bombas de eflujo son proteínas que se encuentran en la membrana celular y  

se encargan de internalizar y expulsar los antibióticos fuera de la célula manteniendo su 

concentración intercelular en niveles bajos. Una reducción en la permeabilidad de la 

membrana externa da como resultado una absorción reducida de los antibióticos, esta 

absorción reducida y el eflujo activo inducen una resistencia de bajo nivel en las 

bacterias (Nikaido, 1994). Las bombas de eflujo pueden afectar a la mayoría de las 

familias de antibióticos, especialmente a macrólidos, tetraciclinas y fluoroquinolonas, ya 

que estos antibióticos afectan la biosíntesis de proteínas y del ADN por lo que su acción 

es intracelular (Nikaido, 1999 y Webber; Piddock, 2003). Las bombas de eflujo varían  

en su especificidad y en su mecanismo de acción, aunque estos fármacos son 

específicos, existen sistemas de eflujo que pueden transportar múltiples fármacos y son 

capaces de bombear una amplia gama de antibióticos no correlacionados, lo que 

contribuye significativamente a generar multidrogo resitencia (MDR). Aunado a ésto las 

mutaciones de elementos reguladores que controlan la producción de las bombas de 

eflujo puede conducir a un aumento de la resistencia a los antimicrobianos (Veen y 

Konings, 1997).  

2.13. Identificación de Staphylococcus aureus mediante PCR 

De acuerdo al Consejo Nacional de Mastitis de los Estados Unidos el cultivo 

bacteriológico se considera como una prueba de oro para la identificación de patógenos 

presentes en casos de mastitis bovina, sin embargo este método de identificación 

ofrece un resultado positivo solo entre el 50% y 70% de los casos (Makovec y Ruegg, 

2003; Koskinen et al., 2010 y Murai et al., 2014), por lo que el diagnóstico por  PCR, es 

una alternativa para mejorar la identificación de S. aureus ya que se ha reportado una 

sensibilidad superior al 90% (Restrepo et al., 2012). 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). La identificación de S. aureus a nivel de especie, se basa en la 
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amplificación de genes altamente conservados dentro de la especie pero variables 

entre diferentes especies. El gen ARNr 16S es un gen blanco ya establecido para la 

identificación de especies bacterianas, las secuencias espaciadoras del gen ARNr 16S 

a 23S y el gen ARNr 23S han demostrado también ser muy útiles para la identificación 

de S. aureus a nivel de especie (Straub et al., 1999; Akineden et al., 2001; Phuektes et 

al., 2003). 
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Se han diseñado diferentes tipos de cebadores para la identificación de S. aureus, los cuales amplifican diferentes 

regiones de su genoma (cuadro 2).  

Cuadro 2. Cebadores para la identificación de Staphylococcus aureus. 

Muestras evaluadas Cebadores 

Gen blanco 

y tamaño 

del 

fragmento 

Autor PCR in silico 

30 muestras 

F: 5'-AGC TGT GGA 

TTG TCC TTT GG-3' 

R: 5'-TCG CTC GCT 

CAC CTT AGA A-3' 

23S rRNA 

499 pb. 

(Cremonesi et 

al., 

2006). 

Amplifica todas las cepas de S. aureus, 

pero también S. epidermidis, S. 

lungdunensis y S. pseudointermedius 

20 cepas de 

Staphylococcus sp. 

F: 5'-ATG GTT TTG GTA 

GAA TTG GTC GTT 

TA-3' 

R: 5'-GAC ATT TCG TTA 

TCA TAC CAA 

GCT G-3' 

gap 

933 pb. 

(Yugueros et 

al., 

2001). 

Amplifica todas las cepas de S. aureus y no 

las otras especies de Staphylococcs. 

9 cepas aisladas 

F: 5'-GCG ATT GAT 

GGT GAT ACG GTT-3' 

R: 5'-AGC CAA GCC 

TTG ACG AAC TAA 

AGC-3' 

nuc           

279 pb. 

(Yang et al., 

2007). 
Amplifica  8 cepas de S. aureus. 
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No reportada 

 

F: 5'-GTA GGT GGC 

AAG CGT TAT CC-3' 

R: 5'-CGC ACA TCA 

CGC TAC G-3' 

nuc 

228 pb. 

(Manfredi, 

Leotta y Rivas, 

2010) 

 

 

No amplifica todas las cepas de S.aureus y 

amplifica otros Staphylococcus. 

 

 

 

24 cepas mastitis clínica 

y 

16 de mastitis Subclínica 

F: 5'-ACG GAG TTA 

CAA AGG ACG AC-3' 

R: 5'-AGC TCA GCC 

TAA ACG AGT AC-3' 

23S rRNA 

1251pb 

(El-Sayed et 

al., 2006). 
El cebador reversa no amplifica. 

113 muestras CMT 

positivas 

F: 5'-CGG TCC AGA 

CTC CTA CGG G-3' 

R: 5'-TTA CCG CGG 

CTG CTG GCA-3' 

16S rRNA 

204 pb. 

(Granados, 

2011). 

Amplifica S. aureus, S .saprophyticus, S. 

haemolyticus y S. Seudointermedius. 

                                                                                                                                     (Modificado de Restrepo et al., 2012) 
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Riffon et al. (2001) desarrollaron dos conjuntos de oligonucleótidos específicos para 

identificar mediante PCR las principales especies de bacterias causantes de mastitis 

bovina, entre las que destaca S. aureus (Sau234 5´-CGATTCCCTTAGTAGCGGCG-3´ 

Sau1501 5´-CCAATCGCACGCTTCGCCTA 3´, Sau327 5´-

GGACGACATTAGACGAATCA-3´ y Sau1645 5´- CGGGCACCTATTTTCTATCT-3´), 

estos oligonucleótidos amplifican un producto de PCR de 1267 pb y 1318 pb 

respectivamente. Los oligonucleótidos se diseñaron a partir de regiones altamente 

divergentes y específicas del ADN que codifica para los RNA ribosomales 16S y 23S, 

tomando como base las secuencias previamente publicadas y disponibles en la base de 

datos GenBank.  

2.14. Tipificación molecular de Staphylococcus aureus. 

La tipificación molecular permite determinar si un grupo de cepas de una especie 

en particular es clonal; es decir provienen de un ancestro común (Blumberg et al., 

1992). La necesidad de conocer la evolución y la distribución de las distintas cepas de 

S. aureus, ha permitido el desarrollo y la estandarización de diversas metodologías para 

realizar la tipificación molecular de Staphylococcus aureus (De Colsa, 2011).  

Desde hace décadas se ha reportado la existencia de diferentes cepas de S. 

aureus, razón por la cual ha sido una de las primeras bacterias que ha requerido una 

diferenciación. La necesidad de tipificación ha estado en relación directa con su 

implicación en brotes por fuente común, tanto en infecciones hospitalarias como en 

intoxicaciones alimentarias. También se ha utilizado la tipificación para relacionar las 

cepas aisladas de origen animal con las de origen humano y para caracterizar las cepas 

productoras de mastitis y establecer de esta manera un programa de control efectivo 

mediante el desarrollo de vacunas e incluso para establecer la relación entre las cepas 

aisladas en una planta de procesamiento de alimentos con la fuente de contaminación 

(Tondo et al., 2000; Oliveira et al., 2001; Cabral et al., 2004; Sabour et al., 2004; 

Kérouanton et al., 2007). 

La dificultad para controlar la transmisión de S. aureus entre vaca y vaca, en 

ocasiones puede deberse a la obtención de falsos negativos en los cultivos 

bacteriológicos, lo cual puede resultar en casos no detectados que pueden causar 
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diseminación al resto el hato. Aunado a esto, está la pobre respuesta que tienen los 

tratamientos contra S. aureus en casos de mastitis bovina (Barkema, 2006). La 

presencia de S. aureus en los establos puede ser por numerosas cepas con baja 

prevalencia o incidencia, o bien, por algunas cuantas cepas con una alta prevalencia. 

La presencia de múltiples cepas muestra que no todas las infecciones son el resultado 

de una transmisión vaca a vaca, lo que sugiere que en algunos hatos S.aureus muestra 

una epidemiología molecular de un patógeno ambiental (Sommerhauser, 2003 y 

Zadoks, 2002).  

Existen fuentes de S. aureus ajenas a la glándula mamaria, que incluyen la piel 

de la vaca y su entorno en el establo, como lo es el material de la cama, insectos, 

personal que labora en el establo, animales no bovinos, alimentos, equipo de ordeño y 

las manos de los ordeñadores (Zadoks, 2002 y Capurro et al, 2010). Existe evidencia 

que en algunas ocasiones los humanos y bovinos pueden compartir una misma cepa de 

S. aureus e incluso se han reportado datos sobre cepas propias de bovinos 

encontradas en humanos y viceversa, esto es de gran importancia, ya que podrían ser 

cepas MRSA (Lee et al., 2003; Juhász et al., 2007; Hata et al., 2010; García et al., 

2011; Sakwinska et al., 2011). En estudios realizados a partir de muestras obtenidas de 

veterinarios, ordeñadores, trabajadores de las granjas y alimento, se ha mostrado que 

efectivamente existe la propagación y agrupación de diferentes complejos clonales de 

S. aureus de origen humano en los animales (Juhász et al., 2007; Hasman et al., 2010; 

Sobral et al., 2012; Bergonier et al., 2014). De igual manera se ha observado la  

presencia de complejos clonales de S. aureus propios de ganado lechero en humanos, 

sin que estos hayan tenido contacto con este tipo de animales (Lozano et al., 2011). Si 

las cepas de S. aureus de origen humano y bovino logran desarrollar la habilidad de 

propagarse fácilmente en ambas poblaciones, aumentan los riesgos zoonóticos y las 

implicaciones de resistencia antimicrobiana serán cada vez mayores (Zadoks et al., 

2011).  

2.15. Electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE). 

La electroforesis de campos pulsados (PFGE), permite su clasificación según el 

análisis de fragmentos generados por la enzima de restricción SmaI. La CDC (Por sus 
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siglas en ingles Center for Disease Control and Prevention) ha desarrollado un 

protocolo estandarizado para su proceso y una nomenclatura denominada “PFTs USA” 

que permite clasificar los diferentes patrones electroforéticos generados (McDougal et 

al., 2003). 

El principio de la electroforesis de campo pulsado se basa en que primero es 

aplicado un campo eléctrico (E1) al gel, entonces distintos fragmentos de ADN, el cual 

ha sido cortado previamente con enzimas de restricción, migran debido a cambios 

periódicos en un campo eléctrico. Este primer campo es entonces removido y un 

segundo campo (E2) en ángulo con el primer campo, es activado. El ADN debe cambiar 

la conformación y la reorientación antes de comenzar a migrar en la dirección del 

segundo campo eléctrico. El tiempo requerido para esta reorientación varía de acuerdo 

al peso molecular de la muestra. La PFGE separa fragmentos cromosómicos que no 

pueden ser separados por el método convencional uni-direccional de electroforesis. El 

límite de la electroforesis convencional es su ineficiencia para separar secuencias de 

ADN con un tamaño mayor de 50kb. Las técnicas moleculares para el análisis de ADN 

cromosomal como el PFGE han demostrado ser un método eficiente para observar 

divergencias entre las diferentes cepas y ha sido bastante utilizado en el estudio 

epidemiológico de las mismas. La electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) es 

una de las técnicas más modernas utilizadas en estudios epidemiológicos, ya que es 

capaz de separar fragmentos de 10 kpb hasta 10.000 kpb y por esta razón ha 

demostrado ser altamente discriminatoria para estudios epidemiológicos por su 

habilidad para diferenciar intra-especies de aislados bacterianos en estudios 

epidemiológicos de zoonosis. Los estudios sugieren que PFGE es una técnica útil en la 

diferenciación de cepas provenientes de animales y del hombre y que puede 

complementar otras técnicas moleculares para propósitos epidemiológicos, así como 

para la prevención y control de importantes infecciones bacterianas. Este método es 

relativamente estable y rápido en comparación con métodos que requieren hibridación 

de ADN (Máttar, 2000). 
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2.16. Tipificación por secuenciación de múltiples locus (MLST) 

Permite la tipificación basándose en el análisis de 7 secuencias derivadas de las 

variaciones alélicas de 7 genes conservados (arc, aro, glp, gmk, pta, tpi, yqi), lo cual 

genera un perfil alélico (denominado ST=Secuencia Tipo) específico para cada 

aislamiento bacteriano. Este método es altamente reproducible, además de que se 

cuenta con una base de secuencias en Internet, donde el usuario puede subir y 

comparar sus secuencias tipo y complejos clónales 

(http://saureus.mlst.net/misc/info.asp) (Market al., 2000). 

2.17. Tipificación spa. 

El método de tipificación spa se basa en la secuencia de la región X polimórfica 

del gen de la proteína A (spa), presente en todas las cepas de S. aureus. La región X 

está constituida por un número variable de secuencias cortas repetidas de 24pb 

flanqueadas por regiones bien conservadas (Hallin et al., 2009). 

Para la clasificación de las secuencias cortas repetidas (SRR´s) se utiliza una 

nomenclatura, en la cual cada repetido individual se le asigna un nombre (rX) y al 

conjunto de repetidos se le asigna un tipo o Type (Tx), de esta forma se logra un 

conjunto de datos, que son analizados utilizando el software Ridom StaphType y 

reportándolos a su base de datos mundial que cuenta con alrededor de 313 repetidos 

reportados y más de 100,000 tipos (o Types ¨T¨) encontrados (Harmsen, et al., 2003). 

2.18. Tipificación SCCmec, 

Permite la diferenciación de clonas de S. aureus que son resistentes a meticilina. 

El casete cromosómico de  S. aureus contiene el gen mecA, los complejos genéticos 

ccrA, ccrB y ccrC, así como genes reguladores y secuencias de inserción, de manera 

que las mutaciones que se presenten en cualquiera de estas regiones, ofrecerán 

patrones diferentes (Ito et al., 2007). Esta metodología no suele utilizarse en forma 

primaria, sino para diferenciar clonas y cepas estrechamente relacionadas previamente 

clasificadas por PFGE y/o MLST (De Colsa 2011). 
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2.19. Tipificación mediante el número variable de repeticiones en tándem (VNTR). 

Estos marcadores genéticos, antes denominados minisatélites, se identificaron 

inicialmente en seres humanos, donde han tenido su mayor aplicación en pruebas 

forenses y de paternidad (Frothingham, et al., 1998 y Gascoyne-Binzi, et al., 2001). Los 

VNTR son secuencias repetidas en tándem de número variable dispersas en el 

genoma, cuyo polimorfismo se origina por adición o eliminación de secuencias 

repetidas. Para identificar un VNTR se amplifica su secuencia por PCR con 

oligonucleótidos complementarios a secuencias específicas en sus flancos, el tamaño 

del amplicón revela el polimorfismo del VNTR y puede expresarse como el número de 

secuencias repetidas que contiene, permitiendo almacenar códigos numéricos 

comparables entre diversos laboratorios y crear bases de datos de fácil acceso (Sabat, 

et al., 2003; Ablordey, et al., 2005) 

La técnica VNTR o MLVA (Multilocus Variable Number Tandem Repeat Analysis) 

por sus siglas en inglés, es utilizada en la genotipificación de varias especies 

bacterianas (Lindstedt, 2005 y Vergnaud y Pourcel, 2009). Se basa en una metodología 

básica y extendida de la medición de la longitud de fragmentos de ADN. El genotipo, en 

la forma y número de cadenas corresponden al número de repeticiones en cada locus 

(Grissa et al., 2008). 

Los avances más notables en la tipificación molecular se han obtenido mediante 

un análisis de un número variable de loci utilizando VNTR. El número de unidades de 

repetición en el mismo locus a menudo varía entre cepa y cepa y se puede detectar por 

PCR utilizando oligonucleótidos flanqueantes (Jeffreyset al., 1992, Frothingham et al., 

1998; Farlow et al., 2001; Keimet al., 2000). 

La secuenciación del genoma de S. aureus ha indicado la presencia de varios 

loci VNTR, entre ellos sdr, clfA, ClfB, ssp, coa y spa. El locus sdr está estrechamente 

relacionado y dispuesto en tándem con los marcos de lectura que contienen sdrC, sdrD 

y sdrE, los cuales codifican para la proteína serina aspartato (sdr) la permite la unión al 

fibrinógeno (Josefsson et al., 1998). 
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Sabat (2003) describió un análisis múltiple-locus VNTR (MLVA) para discriminar 

entre diferentes aislados clínicos de S. aureus basandose en el análisis de cinco loci 

(sdr, clfA, ClfB, ssp, y spa) repetidos en tándem compuestos de siete genes 

individuales. Este método de exploración del polimorfismo VNTR permitió la tipificación 

de aislados clínicos de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA), determinó su 

diversidad y sus relaciones evolutivas con alto poder discriminatorio y mostró una 

reproducibilidad que coincidió con la técnica de electroforesis de campo pulsado 

(PFGE). 

Se han desarrollado diferentes esquemas de MLVA para aumentar el poder de 

discriminación de la técnica y así diferenciar el mayor número de aislados, incluso 

existen ensayos en los cuales se ha demostrado que MLVA es ideal para tipificar 

aislados de S. aureus de origen humano, animal y de alimentos (Sabat et al., 2003; 

Gilbert et al., 2006; Pourcel et al., 2009; Sobral et al., 2012). 

Pourcel et al. (2009) propusieron un esquema de genotipificación mediante 

MLVA formado por dos paneles complementarios con un total de 14 marcadores, 

comprendiendo 10 loci en un primer panel y 4 loci en el panel 2. Utilizando como 

referencia la cepa de S. aureus Mu50 proporcionaron un ensayo de genotipificación 

fácil de realizar y con un alto poder discriminatorio, así como con significado 

filogenético.  

La técnica MLVA parece tener el potencial para proporcionar un método para 

estudios epidemiológicos a corto plazo ya que es rápido y fiable en comparación con 

otras técnicas para genotipificar. Aun no hay un consenso sobre el conjunto de 

marcadores de VNTR a ser utilizados para un protocolo eficiente y de uso general en 

genotipificación. Diferentes repeticiones en tándem varían en los diferentes tipos, y los 

niveles de homoplastia en VNTRs individuales pueden ser altos, debido a la variabilidad 

genética entre especies de S. aureus. Algunas combinaciones de oligonucelótidos 

pueden fallar para amplificar una fracción significativa de las cepas, por lo que los loci y 

los oligonucleótidos deben de ser seleccionados cuidadosamente (Pourcel et al., 2009). 
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ABSTRACT 

Bovine mastitis is a very common problem in dairy farms, having a serious negative 

impact in both milk production and quality. The aim of this study was to determine the 

prevalence of mastitis in 6 dairy farms located in the Baja California Peninsula and the 

antimicrobial susceptibility profiles of S. aureus isolates obtained. 213 milk samples 

were taken from 125 cows under milk production that tested positive to California 

Mastitis Test (CMT) out of 702 total dairy cows from the sampled herds. The etiological 

agents were isolated, identified by PCR and tested by diffusion method in agar to 

determine antimicrobial susceptibility. A general mastitis prevalence of 17.80 % 

(125/702) was observed, shifting from 11.46% to 60% between the different dairy farms. 

From the total number of cows positive to CMT, 29.60% (37/125) were affected by S. 

aureus, this being the isolate most frequently found. From a total of 107 S. aureus 

isolates, 74.76% (80/107) presented multi-drug resistance (MDR), mainly to groups of 

beta-lactams and cephalosporins (74.76%), macrolides (71.96%) and quinolones 

(67.28%). The results obtained show that mastitis, the presence of S. aureus and the 

antimicrobial resistance are important problems in the sampled dairy farms from the 

Baja California Peninsula.  

Key words: Mastitis; Staphylococcus aureus; Antimicrobials; Resistance. 
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RESUMEN 

La mastitis bovina es un problema muy común en los establos lecheros, teniendo un 

impacto negativo en la producción y calidad de la leche. El objetivo de este estudio fue 

determinar la prevalencia de mastitis en 6 establos localizados en la Península de Baja 

California y los perfiles de susceptibilidad a antimicrobianos de los aislados de S. 

aureus obtenidos. Se tomaron 213 muestras de leche de 125 vacas en producción 

positivas a California mastitis test (CMT), se aislaron los agentes etiológicos, se 

identificaron mediante PCR y se les realizó la prueba de susceptibilidad a 

antimicrobianos por el método de difusión en agar. Se observó una prevalencia general 

de mastitis del 17.80% (125/702), variando desde 11.46%  a 60% en los diferentes 

establos. Del total de vacas positivas a CMT el 29.60% (37/125) se vieron afectadas por 

S. aureus, siendo el aislado más frecuente. De un total de 107 aislados de S. aureus, el 

74.76% (80/107) presentaron multidrogorresistencia (MDR), principalmente al grupo de 

los betalactámicos y cefalosporinas (74.76%), macrólidos (71.96%) y quinolonas 

(67.28%). Los resultados obtenidos muestran que el problema de mastitis, la presencia 

de S. aureus y  la resistencia a distintos antimicrobianos son un problema importante en 

los establos muestreados en la Península de Baja California. 

Palabras clave: Mastitis, Staphylococcus aureus, Antimicrobianos, Resistencia. 
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INTRODUCTION 

Bovine infectious mastitis is caused when bacteria enter the udder. These 

bacteria are capable of not only causing infection but also producing inflammation of the 

secreting tissue in the udder (Ruegg 2001). The economic losses are estimated as 35 

billion dollars worldwide (Wellenberg et al 2002), primarily due to the decrease in milk 

production, increase in the number of clinical treatments and the early discarding of 

productive animals (Steeveveld et al 2011). Different studies carried out in Mexico have 

reported a prevalence of subclinical mastitis in ranges between 35.64% and 61.80% 

(Nuñez et al 2008, Aguilar et al 2014), as well as economic losses of about 100 dollars 

per animal each year (Wolter et al 2004, Pech et al 2007). In the United States it has 

been estimated that the average economic loss per year of a productive cow with 

subclinical mastitis is between 180 to 320 dollars while clinical mastitis can cost up to 

444 dollars just in the first lactation month (Wilson et al 1997, Rollin et al 2015). 

Staphylococcus aureus is a frequent cause of subclinical and clinical intramammary 

infections in dairy cattle (Momtaz et al 2010) thus being responsible for one third of 

mastitis cases in dairy farms (Persson et al 2011). Currently various control strategies 

for bovine mastitis are being used such as good milking processes, equipment 

maintenance, frequent sampling for mastitis testing, segregation of sick animals and the 

use of antimicrobials. The last strategy is the one that has a decisive effect in the 

elimination of intramammary infections (Neave et al 1969, Zeconi et al 2003, Pol and 

Ruegg, 2007, Saini et al 2012), however, it has been observed that the use of 

antimicrobials as prophylactics during the dry period between lactation periods of dairy 

cattle encourage the selection of resistant strains and has a negative influence on 

intramammary infection treatment (Calvinho et al 1991). The main groups of 

antimicrobials used as treatment for bovine mastitis as well as for other diseases are 

beta-lactams, cephalosporins, aminoglycosides and fluoroquinolones among others 

(Gentilini et al 2000, USDA-APHIS 2007 and Saini et al 2012). Due to the fact that 

bovine mastitis is considered an endemic disease with high impact in the Baja California 
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Peninsula, hence the purpose of this work was to determine the prevalence of mastitis 

and S. aureus in 6 regional dairy farms and to identify the antimicrobial susceptibility 

profiles of each isolate obtained. 

MATERIALS AND METHODS 

All milk producing dairy cows in the study farms where analyzed by CMT test. 

Milk samples for isolating procedures were taken from all quarters with CMT level 2 or 

more. As a complement to this study, some information from each dairy farm was 

obtained by epidemiological survey, which included milking sequence, rinsing teat cups 

from cow to cow during milking, changing of towels or blotting paper from one producing 

animal to the next, as well as the application of pre-seal before milking. The obtained 

samples were cultivated at 35°C for 24 hours in Columbia blood agar. The isolated 

bacteria were identified as Staphylococcus genera based on the characteristics of the 

colony, Gram staining, hemolysis and catalase tests. S. aureus was identified by means 

of PCR amplifying the 23S ribosomal gene (Riffon et al 2001). A DNeasy Blood & Tissue 

kit  QIAGEN, USA  was used for the extraction of DNA after adding 5μl of 1mg/ml 

lysostaphin solution (Sigma, USA). The oligonucleotides forward (Sau 327 5´-

GGACGACATTAGACGAATCA-3´) and reverse (Sau 1645 5´- 

CGGGCACCTATTTTCTATCT-3´) amplified to 1318pb product. The PCR reaction was 

formed by 1x PCR buffer, 1.5 mM MgCl2, 200 µM d´NTPs, 25 pmol/μl of each 

oligonucleotide, 1 U of Taq DNA polymerase (PROMEGA) and 100 ng of template DNA, 

all of this reaction in a final volume of 25 μl. A reference strain of S. aureus (ATCC 

33591) was used as positive control. The antimicrobial susceptibility tests were done 

using Kirby-Bauer method in a Muller-Hinton chocolate agar (CLSI, 2007) using 

multidiscs for Gram-positive bacteria (BIORAD, USA). The results were expressed as 

the percentage of non-susceptible isolates which represents resistant isolates or with 

intermediate resistance (Magiorakos et al 2011). 

Statistical analysis 

Data were statistically processed using Statistix 9® (©Analytical Software, 

Tallahassee FL, USA) software, including the Chi square (X2) estimation to establish 
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associations between prevalence of mastitis and good milking practices, and Odds Ratio 

(OR) with confidence intervals of 95%. Significance was declared as P˂0.05. 

 

RESULTS AND DISCUSSION 

2808 quarters of 702 dairy cows were analyzed by CMT test. Milk samples were 

taken from 213 quarters with CMT level 2 or more of 125 dairy cows. An average 

prevalence of 17.80% (125/702) of mastitis was found with a range of 11.46% to 60% 

between the different dairy farms (Table 1). The variation in the found prevalence 

ranges can be associated with the individual characteristics of each dairy farm as well 

as deficiencies or omissions in the milking processes. In accordance with the National 

Mastitis Council of the United States (NMC), these can influence the prevalence and 

incidence levels of bovine mastitis. For example, it was observed that none of the dairy 

farms had a sequence of milking in which healthy cows were milked first or the teat cups 

were rinsed between one use and the next, making infected cow transmits the infection 

by those same teat cups to the next cows to be milked. The Tecate dairy farm was the 

only one that changed blotting paper from one cow to the next and also did pre- sealing, 

which are important factors that have been reported to prevent infections from one dairy 

animal to the next during milking (NMC 2008). This was reflected in significant less 

prevalence of mastitis (P˂0.05) than those from dairy farms of Mexicali 1, La Paz and 

Constitucion 2. Another important finding was that in Constitucion 2 dairy farm, in which 

more prevalence (60%) was observed, no any kind of good milking practices were 

implemented, which was reflected in the fact that it is 11.58 times more likely to find 

mastitis in this dairy farm than the one sampled in Tecate. Regarding the causes of 

mastitis in the sampled dairy farms, it was observed that 8.11%, which corresponds to 

45.60% of the cows with mastitis were of unknown cause, eventhough they could 

probably be due to injuries, neoplasms, presence of irritating substances, or non- 

cultivated microorganisms in the culture media used in this study. A total of 5.27% dairy 

cows were affected by S. aureus, which corresponds to 29.60% of the producing 

animals with mastitis. This data show that S. aureus is the main cause of mastitis due to 

a single factor in the sampled dairy farms and is similar to that found in other regions of 
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Mexico (Miranda et al 2008) and the United States (USDA-APHIS 2007). Finally, 4.41% 

of the total animals, which corresponds to 24.80% of the cows with mastitis, showed 

infections by microorganisms other than S. aureus, demonstrating that it is important to 

consider these etiologic agents in the prevention and treatment programs in the studied 

dairy farms. 

To determine the antimicrobial susceptibility, 107 isolates of S. aureus were 

analyzed from 7 different dairy farms in the region (Table 2) 74.76% (80/107) of them 

were multi- drug resistant (MDR), as they showed resistance to three or more 

antimicrobial groups (Magiorakos et al 2011). Principally they include: beta-lactams and 

cephalosporins (76.76%), macrolides (71.96%) and quinolones (67.28%). These results 

were expected due to the fact that these antimicrobial groups are widely used against 

intramammary infections as well as other animals‟ health problems in the different dairy 

farms sampled, which have been reported to influence the resistance against one or 

more antimicrobial groups (Moon et al 2007, Kumar et al 2010). The antimicrobial 

groups that the isolates showed less resistant were Tetracyclines (9.34%) and 

Sulphonamide/Trimethoprim (5.60%), which are been used only recently in the dairy 

farms studied. 

CONCLUSION 

According to the obtained results, even though S. aureus was the main 

microorganism causing mastitis in the studied dairy farms, there are still other important 

pathogenic causes. The efforts to control mastitis in the dairy farms in the region of 

study must be directed primarily at implementing good milking practices in order to 

minimize the presence of the disease. In addition, due to high ratio of S. aureus MDR in 

the region‟s dairy farms, it is also important to implement antibiotic rotation protocols and 

antimicrobial susceptibility testing prior to any treatment in order to apply the only 

treatment that is adequate for each individual mastitis case. 
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Table 1. Prevalence and causes of mastitis in dairy farms studied 

Dairy farm               Productive 

animals                       

Mastitis                         

n (%) 

S. aureus                       

n (%) 

Other 

microorganism    

n (%) 

Unknown 

causes                              

n (%) 

Mexicali 1 46 14 (30.43) 2 (4.34) 2 (4.34) 10 (21.73) 

Tecate 218 25 (11.46) 21 (9.63) 1 (0.45) 3 (1.37) 

Ensenada 371 60 (16.17) 6 (1.61) 15 (4.04) 39 (10.51) 

La Paz 33 15 (45.45) 5 (15.15) 8 (24.24) 2 (6.06) 

Constitución 

1 

24 5 (20.83) 1  (4.1) 1 (4.1) 3 (12.5) 

Constitución 

2 

10 6 (60) 2 (20) 4 (40) 0 

Total 702 125 (17.80) 37 (5.27) 31 (4.41) 57 (8.11) 
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Table 2. Frequency of MDR isolates in dairy farms studied 

Geographic 

zone 

# 

Isolate

s 

#               

MDR 

Isolate

s n (%) 

Antibiotic group 

A                    

n (%) 

B                             

n (%) 

C                        

n (%) 

D                         

n (%) 

E                          

n (%) 

F                                    

n (%) 

Mexicali 1 11 
11 

(100) 

11 

(100) 

10 

(90.90) 

9 

(81.81) 

10 

(90.90) 

1 

(9.09) 

1 

(9.09) 

Mexicali 2 14 
9 

(64.28) 

9 

(64.28) 

6 

(42.85) 

8 

(57.14) 
7 (50) 

1 

(7.14) 

3 

(21.42) 

Tecate 65 
45 

(69.23) 

45 

(69.23) 

42 

(64.61) 

15 

(23.07) 

45 

(69.23) 

2 

(3.07) 
0 

Ensenada 6 
4 

(66.66) 

4 

(66.66) 

4 

(66.66) 

2 

(33.33) 

4 

(66.66) 
0 0 

La Paz 6 6 (100) 6 (100) 
5 

(83.83) 

4 

(66.66) 
6 (100) 

1 

(16.66) 

4 

(66.66) 

Constitució

n 1 
4 4 (100) 4 (100) 4 (100) 4 (100) 4 (100) 1 (25) 2 (50) 

Constitució

n 2 
1 1 (100) 1 (100) 1 (100) 1 (100) 1 (100) 0 0 

Total 107 
80 

(74.76) 

80 

(74.76) 

72 

(67.28) 

43 

(40.18) 

77 

(71.96) 

6 

(5.60) 

10 

(9.34) 

A, Beta-lactams/Cephalosporins; B, Quinolones; C, Aminoglycosides; D, Macrolides; E, 

Sulfonamide/Trimethoprim; F, Tetracyclines. 
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3.2 Identificación Molecular de Patógenos que Provocan Mastitis 

Bovina en Establos de la Península de Baja California, México. 

Enviado a la revista: Revista Mexicana de Ciencias Pecuarias. 

Autores: 

Jennifer Brisuela, Javier Palacios, Gilberto López, Sawako Hori-Oshima, José C. 

Herrera, Lourdes C. Pujol, Carlos Angulo (Pendiente), Tomas Benjamin Rentería 

Evangelista, Gerardo E. Medina. 
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Resumen 

La mastitis bovina es una enfermedad de alto impacto económico para la industria 

lechera y algunos de los agentes etiológicos que la provocan también son de interés en 

el ámbito de salud pública. El objetivo de este estudio fue identificar las especies 

bacterianas aisladas de casos de mastitis bovina, provenientes de siete establos 

lecheros ubicados en la Península de Baja California. Se tomaron 316 muestras de 

leche de igual número de cuartos, pertenecientes a 186 vacas en producción que a la 

prueba de California tuvieron reacción positiva. Se obtuvieron 182 aislados bacterianos 

de 163 cuartos pertenecientes a 106 vacas y se identificaron por PCR y secuenciación, 

dando un total de 20 especies diferentes. Además, se obtuvieron las frecuencias 

relativas. Siendo los agentes causales más frecuentes: Staphylococcus aureus (58.8%), 

Streptococcus agalactiae (13.2%), Staphylococcus chromogenes (8.8%), Escherichia 

coli (2.2%) y Streptococcus uberis (2.2%). El 6.13% (10/163) de los cuartos con 

aislamiento presentaron infección mixta, siendo la combinación más frecuente S. 

aureus con S. agalactiae 30% (3/10). Estos resultados indican una alta frecuencia y 

diversidad de patógenos de carácter contagioso y ambiental que provocan mastitis en 

ganado lechero en la región de estudio, siendo algunos de importancia para la salud 

pública. Los resultados observados, muestran que las causas de la  mastitis son 

diversas, por lo que es indispensable mejorar las medidas de control y prevención, pero 

también establecer el diagnóstico de rutina para lograr controlar la mastitis. 

Palabras clave: Mastitis bovina, Identificación molecular, Staphylococcus spp., 

Streptococcus spp. 
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Molecular Identification of Bovine Mastitis Pathogens in Dairy Herds of the Baja 

California Peninsula, Mexico. 

Abstract 

Bovine mastitis is a disease of high economic impact for the dairy industry and some of 

the etiological agents that cause it are also of interest in the field of public health. The 

purpose of study was to identifying the bacterial causes of bovine mastitis from seven 

dairy farms located in the Baja California Peninsula. A total of 316 milk samples were 

collected from the same number of quarters belonging to 186 cows in production that 

tested positive for California Mastitis test. We obtained 182 bacterial isolates from 163 

quarters belonging to 106 cows and were identified by PCR, giving a total of 20 different 

species. Isolates were identified using specific oligonucleotides for the major mastitis 

pathogens and with universal oligonucleotides for the 16S ribosomal DNA gene with 

subsequent sequencing for those that did not amplify with the specific oligonucleotides 

and relative frequencies were obtained. The most frequent causal agents were: 

Staphylococcus aureus (58.8%), Streptococcus agalactiae (13.2%), Staphylococcus 

chromogenes (8.8%), Escherichia coli (2.2%) and Streptococcus uberis (2.2%). A mixed 

infection was found in 6.13% (10/163) of the quarters, being the most frequent 

combination S. aureus plus S. agalactiae 30% (3/10). These results indicate a high 

frequency and diversity of contagious and environmental pathogens causing mastitis in 

dairy cattle in the region of study, being some of importance for public health. The 

results show that the causes of mastitis are diverse, so it is essential to improve control 

and prevention measures, but also to establish a routine diagnosis to control mastitis. 

Key words: Bovine mastitis, molecular identification, Staphylococcus spp., 

Streptococcus spp. 
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Introducción 

La mastitis bovina es una inflamación de uno o varios cuartos mamarios que se debe 

con mayor frecuencia a una infección intramamaria (IIM) (1). La severidad de la 

inflamación se puede clasificar como subclínica o clínica. La mastitis subclínica es difícil 

de detectar debido a la ausencia de cualquier signo visible, pero tiene un alto impacto 

económico (2). El costo de esta enfermedad se ha estimado hasta en 320 dólares por 

vaca por lactación, siendo aproximadamente el 70% de estas pérdidas por la reducción 

en la producción de leche (3). Un método eficaz en campo para detectar mastitis 

subclínica en un establo es la prueba de California (CMT, abreviado en inglés). La 

prueba de California se basa en la cantidad de células somáticas presentes en la leche, 

ya que estas se elevan al haber inflamación en la ubre y se forma un gel por la mezcla 

del reactivo y el ADN que se expone al lisarse las células (4). 

Se han identificado más de 135 especies de bacterias causantes de mastitis, las cuales 

se clasifican como microorganismos contagiosos y ambientales (5). Los patógenos 

contagiosos incluyen Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus, Mycoplasma 

spp., Corynebacterium bovis y Staphylococcus coagulasa negativos (SCN) (6). 

Interesantemente los patógenos contagiosos sobreviven en la ubre de la vaca, donde la 

leche es la principal fuente de infección primaria para las vacas sanas y ocurre durante 

la ordeña (7). Los patógenos ambientales se encuentran comúnmente en el ambiente 

donde habitan los animales, e incluyen especies como Escherichia coli, Klebsiella spp. 

y Streptococcus spp. entre otras. La combinación de alta humedad y materia fecal 

incrementa el riesgo de exposición de la ubre a patógenos ambientales (1). Al identificar 

la especie que está provocando esta condición, se puede deducir y reducir la fuente de 

infección, diseñar programas de prevención y control, y orientar una estrategia 

terapéutica. Por otra parte, la leche y los productos lácteos elaborados con leche 

proveniente de vacas con mastitis, pueden provocar enfermedades en los seres 

humanos que los consumen (8), de hecho, algunas especies bacterianas aisladas de 

vacas con mastitis se consideran zoonóticas, tales como S. aureus, Streptococcus spp., 

E. coli, Leptospira spp., Mycobacterium bovis, Arcanobacterium pyogenes, 

Campylobacter jejuni, Yersinia pseudotuberculosis (9) y Pasteurella multocida (10).   
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En los estados mexicanos de Baja California (BC) y Baja California Sur (BCS), no se 

han realizado investigaciones documentadas sobre los agentes que provocan mastitis 

bovina, a pesar de su importancia nacional en la producción de leche de vaca, y el 

hecho de que la prevalencia de mastitis es relativamente alta (11). Por ejemplo en BC 

existe una población de 43,300 bovinos de leche con una producción de 158 millones 

de L de leche anual, en tanto en BCS existen 14,200 bovinos de leche con una 

producción de 42 millones de L de leche anual, respectivamente (12). Considerando 

todo lo anterior, en el presente trabajo se identificaron las especies bacterianas aisladas 

de vacas en producción con mastitis con técnicas fenotípicas y moleculares, y se 

determinó su frecuencia relativa en establos lecheros ubicados en la Península de Baja 

California, México.  

Materiales y Métodos 

Ubicación del estudio 

Se muestrearon siete establos lecheros tecnificados; cuatro del estado de Baja 

California y tres del estado de BCS.  

Criterio de inclusión y recolección de muestras 

Se tomaron muestras de leche siguiendo la metodología del Consejo Nacional de 

Mastitis de los Estados Unidos (13) de los cuartos afectados de todas las vacas en 

producción que tuvieron grado 2 o mayor a la prueba de California (CMT) utilizando el 

reactivo Mastitest® (México). La reacción de la CMT se registró en una escala de 0, 1, 

2, o 3, con cero indicando que no hay reacción, 1 indicando trazas y una reacción 

ligeramente positiva, 2 una reacción positiva y 3 una reacción fuertemente positiva (14). 

Cuestionario epidemiológico 

Se recabó información relevante de cada establo mediante la aplicación de un 

cuestionario epidemiológico, con énfasis en el protocolo de ordeño que incluyó: uso de 

guantes, cambio de toallas de papel o tela por cuarto, pre-sello, post-sello y secuencia 

de ordeño.  
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Análisis bacteriológico 

Se cultivó 0.1ml de cada muestra de leche en cajas de Petri agar Columbia con sangre 

de bovino al 5% y se incubó a 35°C por 24 a 48h (1). La muestra con al menos 10 UFC 

(unidades formadoras de colonia) con una misma morfología se consideró cultivo 

positivo a IIM (15), la muestra con distintas especies bacterianas con al menos 10 UFC 

cada una, se consideró IIM mixta y la muestra que tuviera menos de 10 UFC se 

consideró cultivo negativo (1). Para la identificación fenotípica de los aislados, se 

consideró la morfología colonial, tipo de hemólisis, tinción Gram y prueba de catalasa 

(16). Los aislados fueron cultivados en caldo Todd Hewitt e incubados a 35°C por 12 h 

a 200 rpm y se hicieron alícuotas con glicerol al 10% para su almacenamiento a -80 °C. 

Análisis estadístico 

De acuerdo a los datos obtenidos, se utilizó el software Statistix 9®, incluyendo la 

estimación de Chi cuadrada de Pearson para establecer la asociación entre las 

proporciones de muestras de leche que tuvieron cultivo positivo entre los dos estados y 

entre establos, además, se calculó  la magnitud de asociación Odds ratio (OR) con un 

intervalo de confianza de 95% estableciendo un valor de p<0.05 para indicar 

significancia estadística. 

Extracción de ADN 

Se extrajo ADN utilizando el kit comercial DNeasy Blood & Tissue (Qiagen®, USA). Se 

realizó la extracción como recomienda el proveedor, adicionando 5µl de lisostafina de 

S. staphylolyticus 1mg/ml para lisar bacterias del género Staphylococcus y  10µl de 

mutanolisina de Streptomyces globisporus ATCC 21553 a 1000U/ml para lisar bacterias 

del género Streptococcus. Una vez obtenido el ADN se almacenó a -20°C. 

Identificación molecular 

Se realizó PCR a los aislados obtenidos siguiendo dos metodologías; en la primera se 

identificaron S. aureus, S. agalactiae, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus 

parauberis y Streptococcus uberis (17) y en la segunda se identificaron E. coli,  y cinco 

SCN: S. chromogenes, S. haemolyticus, S. epidermidis, S. sciuri y S. simulans (18).  
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A los aislados que no pudieron identificarse, se les realizó PCR del gen ribosomal 16S 

(19), y se mandaron a secuenciar utilizando los mismos oligonucleótidos (Quimera, 

Biolabs, México). Las secuencias obtenidas se introdujeron en la base de datos online 

GenBank NCBI (National Center for Biotechnology Information, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov) en el programa BLAST® para compararlas con las 

secuencias depositadas y determinar la especie, el criterio fue que la secuencia tuviera 

un mínimo de 98.5% de identidad en comparación con la secuencia tipo o cepa de 

referencia (20). 

Resultados 

Se colectaron 316 muestras de leche de 186 vacas con mastitis subclínica. Se aislaron 

bacterias en el 51.5% (163/316) de las muestras, correspondientes a 106 animales 

(Cuadro 2). 

Se determinó que existe una diferencia estadísticamente significativa entre las 

proporciones de las muestras de leche que tuvieron cultivo positivo en Baja California 

(130/270) y B. C. S. (33/46), presentándose 2.7 veces más probabilidad de que una 

muestra tomada en B. C. S. tenga cultivo positivo, que una muestra tomada de establos 

en Baja California (P=0.003, IC 95%, 1.3-5.4). A nivel establo, el establo G, tiene 20 

veces más probabilidad de que una muestra de leche tenga cultivo positivo con 

respecto al tomado como referencia (Cuadro 2). 

Durante el proceso de ordeña, ninguno de los establos cumplía completamente con 

buenas prácticas de ordeño para evitar infecciones intramamarias, sin embargo, por lo 

menos cumplían con alguna de ellas. Así, se observó, que por ejemplo el establo D, 

cumplía con la mayoría de las buenas prácticas analizadas en el estudio, sin embargo 

la proporción de aislados por muestra positiva a mastitis fue alta. En el establo C, se 

observó una baja proporción de aislados, aún a pesar que no llevaban a cabo todas las 

buenas prácticas durante la ordeña. En este establo, sin embargo, se llevaba una 

secuencia al ordeñar dejando a las vacas enfermas a lo último, lo que sugiere que el 

ordeñar las vacas con mastitis al final, puede ser un factor importante para evitar la 

diseminación de la enfermedad. Los establos E, F y G, llevaban a cabo pocas 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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actividades para evitar la diseminación de la mastitis, observándose en los establos F y 

G una alta proporción de aislamientos (Cuadros 2 y 3). 

Las especies aisladas más frecuentes fueron: S. aureus 59% (107/182), S. agalactiae 

13% (24/182), S. chromogenes 9% (16/182), E. coli 2% y S. uberis 2% (4/182) (cuadro 

4). 

El 83% de los aislados (151/182) fueron clasificados como especies contagiosas en 

tanto el resto fueron especies ambientales (cuadro 5). De la misma manera, el 91.2% 

de los aislados fueron bacterias Gram positivas y el resto Gram negativas. 

Del total de cuartos con cultivo positivo, el 6.1% (10/163) presentaron una infección 

mixta. Las combinaciones más frecuentes fueron S. aureus con S. agalactiae (30%) y 

S. aureus con S. chromogenes (20%). El 70% de las infecciones mixtas fueron 

provocadas por combinaciones entre agentes contagiosos.  

Discusión  

En el presente trabajo se obtuvo cultivo positivo en el 51.5% de las muestras, en tanto, 

en un estudio realizado en Egipto (5), se obtuvieron aislados en el 96% de sus 

muestras. La discrepancia en estos datos, además de las condiciones 

medioambientales, se puede deber a que en el trabajo mencionado se pre-incubó la 

muestra hasta por 24 hrs a 37ºC y no se utilizó un criterio para considerar un cultivo 

positivo, lo que pudo predisponer el elevado porcentaje de aislamiento que tuvieron por 

muestra. En un estudio realizado en Uganda en 18 establos familiares, de los cuales el 

84% de los establos tenían un sistema de pastoreo y realizaban ordeña manual, el 

75.1% de las muestras tuvieron cultivo positivo (13). En estas condiciones puede ser 

que haya menos daño en la glándula mamaria y la inflamación se relacionaría más a 

una infección y no a causas no infecciosas. En nuestro estudio no se obtuvo 

aislamiento bacteriológico en el 48.5% de las muestras, lo que probablemente se debió 

a factores químicos, físicos o nutricionales, aunque también cabe la posibilidad de 

mastitis infecciosa por microorganismos no cultivables mediante los métodos de rutina 

aquí utilizados (p. ej. Mycoplasma spp, M. bovis, Leptospira spp. y Brucella spp.) En 

Baja California Sur hay más riesgo de que una muestra positiva a CMT tenga 
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crecimiento bacteriano que en Baja California (principalmente en el establo G), lo cual 

se puede deber a las medidas deficientes en el protocolo de ordeño que se observaron 

durante el estudio o a una menor frecuencia de bacterias no cultivables en los medios 

utilizados. 

Todas las especies identificadas en el presente estudio, se han aislado de casos de 

mastitis en investigaciones realizadas en otras partes del mundo. En un estudio 

realizado en Suecia (21), del 31% de los cuartos se le aisló S. aureus, siendo este el 

agente más común, seguido por SCN con 27%, S. dysgalactiae 15%, S. uberis 14% y 

E. coli 4.8%. Los resultados anteriores son muy similares a los del presente trabajo, en 

ambos estudios se muestrearon establos pequeños y tecnificados, aunque en Suecia, 

el 17% de los establos eran sistemas robotizados. En otro estudio realizado en Egipto 

(5), los cuatro agentes principales fueron los mismos que los de nuestro estudio, solo 

que E. coli fue el agente más frecuente con 25.5%, seguido de S. aureus con 14.8% y 

SCN y S. agalactiae ambos con 12.7%. En ese estudio el 15% de las muestras 

provenían de vacas con mastitis clínica donde generalmente las bacterias coliformes 

son las principales causantes. En un estudio realizado en Guerrero, México (22) el 

97.5% de los aislados fueron Enterobacterias, los establos presentaban malas 

condiciones de higiene tanto en los corrales como en el protocolo de ordeño ya que no 

pre-sellaban, post-sellaban, ni secaban pezones. Estas condiciones pudieron haber 

favorecido estos resultados, en cambio en la mayoría de los establos que analizamos 

post-sellaban cuartos, disminuyendo la infección por agentes ambientales post-ordeño. 

En el establo D, fue muy alta la proporción de S. aureus, aun llevando buenas prácticas 

de ordeña, sin embargo, no contaban con un protocolo de ordeña en el que se 

contemplara primero ordeñar a las vacas sanas y después a las enfermas, lo que pudo 

provocar la diseminación de la enfermedad por el equipo o material utilizados. El 

establo A, donde se aisló S. suis de dos animales, se encuentra ubicado 

aproximadamente a 30 metros de un área de producción porcina, lo que sugiere que 

probablemente algún trabajador o material pudo haber actuado como diseminador. S. 

suis ha cobrado importancia debido a que puede causar infecciones graves en seres 

humanos (6). Otros microorganismos que pueden provocar enfermedades en humanos 
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transmitidas por ingestión de leche y que se aislaron en este estudio fueron: S. aureus, 

B. cereus, E. coli, P. aeruginosa, Klebsiella spp y P. mirabilis (23, 24). Otro agente de 

carácter zoonótico y que fue el más comúnmente aislado después de S. aureus fue S. 

agalactiae. Al respecto, existen estudios donde demuestran que S. agalactiae  de 

origen humano y bovino expresan de manera similar factores de virulencia (25) y 

sugieren una posible pero limitada diseminación interespecies.  

En otro estudio similar realizado en Egipto (5), se observaron infecciones mixtas en un 

35.8% de los cuartos con aislamiento, donde la combinación más común fue S. aureus 

con E. coli (18%). En nuestro estudio se observó una frecuencia menor de infecciones 

mixtas (6.1%), siendo S. aureus con S. agalactiae los más comunes (30%). 

Precisamente en ambos estudios las dos especies aisladas más frecuentes, 

presentaron la mayoría de las combinaciones implicadas en las infecciones mixtas. 

Conclusiones e implicaciones 

De acuerdo a los resultados obtenidos, son muchos los agentes que provocan mastitis 

bovina en la región de estudio, siendo los m s frecuentes considerados zoon óticos, lo 

que representa un alto riesgo, principalmente por la leche destinada como materia 

prima para la elaboración de quesos o subproductos no pasteurizados, los cuales 

pueden provocar enfermedades. En la actualidad existen medidas de prevención 

primaria que han demostrado efectividad en la prevención y control de la mastitis, sin 

embargo un denominador común en los establos analizados fue que estos no cuentan 

con protocolos adecuados ante, durante y post-ordena. Por lo anterior, es imperativo 

que se establezca un programa de capacitación que permita reducir sustancialmente 

este problema en la región de estudio. 
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Cuadros 

 

Cuadro 1. Identificación de establos y su procedencia 

Establo Municipio Estado 

A Mexicali 

Baja California 
B Mexicali 

C Ensenada 

D Tecate 

E Cd. Constitución 

Baja California Sur F Cd. Constitución 

G La Paz 

 

 

Cuadro 2. Frecuencia y Magnitud de asociación entre las muestras que presentaron 

aislamiento, tomando como referencia el establo con menor proporción de aislamientos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Establo 

 

Muestras 

CMT+  

(n)  

Muestras 

con 

aislamiento 

Muestras 

sin 

aislamiento 

OR 95% IC P 

A 27 13 14 2.8 1.1-6.7 0.02 

B 46 23 23 3 1.4-6.2 0.002 

C 104 26 78 Referencia   

D 93 68 25 8.2 4.3-15.4 0 

E 6 2 4 1.5 0.2-8.67 1 

F 17 11 6 5.5 1.8-16.3 0.001 

G 23 20 3 20 5.5-72.8 0 

Total 316 163 (51.5%) 153 (48.5%)    
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Cuadro 3. Protocolo de ordeño por establo 

Actividad A B C D E F G 

Uso de guantes + - + + - - - 

Cambio de toallas de papel o tela - + - + - - - 

Pre-sello + - - + + + - 

Post-sello + + + + - - - 

Secuencia de ordeño - - + - - - + 
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Cuadro 4. Especies identificadas y su frecuencia relativa. 

Especies 
Numero de 

aislados (%) 

S. aureus* 107 (58.8) 

S. agalactiae* 24 (13.2) 

S. chromogenes* 16 (8.8) 

E. coli 4 (2.2) 

S. uberis 4 (2.2) 

S. saprophyticus*  3 (1.6) 

S. dysgalactiae 3 (1.6) 

Streptococcus suis 3 (1.6) 

P. multocida 3 (1.6) 

Klebsiella pneumoniae 3 (1.6) 

Proteus vulgaris 2 (1.1) 

Bacillus cereus 2 (1.1) 

S. agnetis* 1 (0.5) 

Pseudomonas aeruginosa 1 (0.5) 

Enterobacter hormaechei 1 (0.5) 

Klebsiella oxytoca 1 (0.5) 

Proteus mirabilis 1 (0.5) 

Enterococcus faecium 1 (0.5) 

Bacillus licheniformis 1 (0.5) 

Bacillus altitudinis 1 (0.5) 

Total de aislados 182 (100) 

*Especies  contagiosas 
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Cuadro 5. Frecuencia relativa de las especies contagiosas y ambientales aisladas 

por establo (%) 

           

Establo 

 

Especies 

A B C D E F G Total 

Contagiosas 
11  

(68.75) 

17  

(74) 

24 

(85.7) 

68 

(90.65) 

1  

(50) 

9 

(64.3) 

21 

(87.5) 

150 

(83) 

Ambientales 
5  

(31.25) 

6  

(26) 

4 

(14.3) 

7 

(9.35) 

1  

(50) 

5 

(35.7) 

3 

(12.5) 

30 

(17) 
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CAPÍTULO 4 
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IV. CONCLUSIONES GENERALES 
 

 Staphylococcus aureus es el principal microorganismo causante de mastitis 

bovina en la región de estudio, por lo que los esfuerzos para controlar esta 

enfermedad deben ser dirigidos principalmente contra este patógeno. 

 

 Es de suma importancia implementar protocolos de buenas prácticas de ordeña, 

para disminuir la presencia de la enfermedad y así mismo evitar la propagación 

de S. aureus dentro de los establos. 

 

 Se encontró un gran número de aislados de S. aureus multidroga resistentes 

(MDR), lo cual puede estar relacionado con el uso inapropiado de los 

antimicrobianos utilizados dentro de los hatos participantes en el estudio, por lo 

que es importante implementar protocolos de rotación de los antibióticos, así 

mismo es indispensable realizar antibiogramas antes de empezar un tratamiento, 

con el fin de utilizar el antibiótico adecuado para cada caso de mastitis. 

 

 Utilizando un esquema MLVA con un panel de 10 loci se pudo observar que los 

aislados de diferentes establos son genotípicamente diferentes y se logra 

apreciar que la diversidad genética es baja dentro de un establo pero alta al 

comparar diferentes establos, lo que puede ayudar a inferir  el origen de nuevos 

brotes o introducción de nuevas cepas de S. aureus.  

 

 Existen perfiles dominantes en cada establo, lo que podría indicar que una vez 

presente en un establo, una cepa permanece largo tiempo pasándose de animal 

a animal dentro del mismo establo y divergiendo genéticamente. 

 

  

 Se encontraron 6 grupos genéticos mediante el análisis MLVA, los cuales 

corresponden a los establos muestreados, sin embargo, se encontraron perfiles 

que se distribuyen fuera de su grupo genético lo cual coincide en que están poco 
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representados en los establos y sugiere que estos perfiles son de reciente 

ingreso en los establos, ya sea por medio de un trabajador, ganado recién 

ingresado al hato, algún alimento contaminado, animales de compañía o fauna 

silvestre.  

 

 

 


