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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. The main pathogen found in bovine mastitis is Staphylococcus
aureus, that is an opportunistic pathogen colonizing humans and many animal
species. In recent years has become increasingly important because presents
multiple resistance to antibiotics. In the state of Baja California had been no
documented researches on the identification, characterization and prevalence of
Staphylococcus aureus in dairy cattle. In the present study, milk samples
positive for mastitis in cows from four dairy farms in the region were taken, the
etiologic agents were isolated, identified by PCR, the resistance profile to
antibiotics was determined and genotyping was taken using the VNTR
technique. From a total of 44 animals affected by mastitis, 43.18 % had isolated
an infectious agent, being the most prevalent S. aureus, present in 34.09 % of
the cases. A total of 27 S. aureus isolates were obtained from which we are able
to identify 8 strains belonging to three genetic groups, each of which
corresponds to a different dairy herd. Resistance to penicillin and ceftazidime
were the most frequent, occurring in 100 % of cases, while the resistance to
ampicillin and dicloxacillin was presented in 92.59 % and 88.88 % respectively.
Work continues with the preparation and characterization of isolated and begins
to help the herds in making decisions, as to the measures to be implemented to

reduce the incidence of mastitis



RESUMEN

La mastitis en ganado lechero es el problema de salud mas importante
en establos dedicados a esta actividad, debido a las pérdidas que provoca por
la baja calidad de la leche, la merma en la produccion, el aumento en la tasa de
desecho de animales y el costo de los tratamientos. Diversos patégenos se han
identificado como etiologias de mastitis bovina, Staphylococcus aureus
(S.aureus) que es un patdgeno oportunista colonizador en seres humanos y
numerosas especies de animales actualmente esta recobrando importancia por
reemerger con multiple resistencia a antibidticos. En el estado de Baja
California no se han realizado investigaciones documentadas sobre la
identificacion y caracterizacion de S. aureus en ganado lechero. En el presente
estudio se tomaron muestras de leche de vacas en produccién positivas a
mastitis en 4 establos lecheros de la regién, se aislaron los agentes etiolégicos,
se identificaron por PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa por sus siglas
en ingles), se determind su perfil de resistencia a antibidticos y se
genotipificaron mediante VNTR (Numero Variable de Repeticiones en Tandem
por sus siglas en ingles). De un total de 44 animales afectados por mastitis, el
43.18% presentaron algun aislado infeccioso, siendo el mas prevalente S.
aureus, presente en el 34.09% de los casos de mastitis. Se obtuvieron un total
de 27 aislados de S. aureus de los cuales se pudieron identificar 8 cepas
pertenecientes a tres grupos genéticos, cada uno de los cuales corresponde a
un establo de origen. La resistencia a penicilina y ceftazidima fueron las mas
frecuentes, presentandose en el 100% de los casos, en tanto la resistencia a
ampicilina y dicloxacilina se present6 en el 9259% y el 88.88%
respectivamente. Actualmente se continGia con la obtencion y caracterizacion de
aislados y se comienza a ayudar a los establos en la toma decisiones en cuanto

a las medidas a aplicar para disminuir la frecuencia de la mastitis.



l. INTRODUCCON

La mastitis es una inflamacion de la glandula mamaria y sus
tejidos, que reduce la produccion del volumen de leche y altera su composicion
tanto quimica como fisica, ademas de elevar su carga bacteriana por la
presencia de microorganismos patdgenos (Gasque, 2008). Esta reaccion
inflamatoria ocurre como consecuencia de la respuesta de los tejidos a lesiones
traumaticas, a sustancias irritantes o la presencia de agentes infecciosos y sus

toxinas que han logrado colonizar el tejido secretor (Miller, 2004).

Es una enfermedad de alta prevalencia en el ganado lechero y es una de
las enfermedades mas importantes que afecta mundialmente la industria
lechera, pues ocasiona pérdidas econOmicas muy fuertes a todos los
productores de leche en el mundo. Mundialmente al afio se estiman perdidas en
35 mil millones de doélares (Wellenberg et al., 2002, O Flaherty et al., 2005 y
Rabello et al., 2005) debido a la disminucién en el rendimiento de leche,
aumento en el numero de tratamientos clinicos y desecho temprano de vacas
(Ceron-Muiioz et al., 2002).

Las condiciones de higiene durante la ordefia y el control adecuado de la
mastitis clinica y subclinica, son factores determinantes en la mayor rentabilidad
de un establo, sin embargo la mastitis sigue siendo, econédmicamente, uno de

los problemas mas importantes hoy en dia (Martinez et al., 2000).

La mastitis bovina es muy persistente en el ganado lechero (Wellenberg et al.,
2002), siendo usualmente tratada o prevenida con el uso de antibioticos
intramamarios, representando una carga econémica muy alta a los productores

de leche en todo el mundo.



Esta enfermedad, econémicamente, es la mas importante en la industria
lechera de los Estados Unidos, ya que mitad de las vacas en un hato se pueden
ver afectadas con algun tipo de mastitis. Se considera que esta enfermedad, de
acuerdo a los costos de produccion de leche en el hato, representa el 70% de
los gastos totales en tratamientos y disminucién de la produccion, resultando en
una pérdida de miles de millones de délares cada afio (Bradley y Green, 2001 y
Dos Santos et al., 2002).

La mastitis subclinica es la forma de mastitis que mas afecta en los
sistemas productivos lecheros modernos, afectando entre el 20 y el 50% de las
vacas (Wilson et al.,, 1997; Pitkala et al., 2004). Los costos de las mastitis
subclinicas son muy dificiles de cuantificar, pero muchos expertos coinciden en
gue los costos promedios son mayores que los causados por la mastitis clinica.
En Estados Unidos, asumiendo una prevalencia del 45% de mastitis subclinica
en un establo, los costos de las pérdidas han sido estimados en rangos de 180

a 320 ddlares por animal al afio (Wilson et al., 1997).

La mastitis en México se presenta como en cualquier otro pais,
incluyendo los establos tropicales. De acuerdo con investigaciones realizadas
en el estado de Jalisco, la mastitis subclinica esta presente en un 50% de los
hatos lecheros de México, siendo el costo promedio por vaca de entre $1700 a
$2000M.N. al afio (Wolter et al., 2004). Asi, las pérdidas econOmicas
ocasionadas por la mastitis subclinica se estiman en varios miles de millones de
pesos, siendo criticas en los establos medianos y pequefios (Medina, 2002 y
Romero 2004).

Son diversos los agentes infecciosos causantes de la mastitis
dependiendo de su habitat principal y de su forma de transmision, las bacterias
causantes de la mastitis, han sido divididas en patdégenos obligados y
ambientales. Esta clasificacibn se basa en la forma en que estos
microorganismos interaccionan con la glandula mamaria y, en consecuencia, en

el tipo de mastitis que producen (Chaneton, 2010).



Uno de los principales microorganismos patdgenos causantes de la
mastitis bovina es Staphylococcus aureus, el cual no es un patdgeno obligado
de la ubre, ya que se puede encontrar en lesiones de la piel de los pezones, en
las manos de los ordefiadores, en las camas, en los equipos de ordefio y en
muchas ocasiones, las practicas de manejo pueden hacer que este agente
etiolégico alcance el conducto del pezén y de ahi desencadenar una reaccién
inflamatoria (Waage et al., 1988 y Roberson et al., 1996).

S. aureus es un microorganismo coco gram-positivo, no movil, no
esporulado que puede encontrarse solo, en pares, en cadenas cortas o en
racimos, siendo esta ultima la mas comdn. Es un anaerobio facultativo, pero
crece mejor en condiciones aerobias. El microorganismo produce las enzimas
catalasa y coagulasa, con un crecimiento 6ptimo en un lapso de 24 horas en
medio agar sangre. Sus colonias miden de 1 a 3 mm de didmetro, producen un
tipico pigmento amarillo debido a la presencia de carotenoides y muchas cepas
producen hemolisis a las 24-36 horas (Howe et al.,, 1996 y Kanafani et al.,
2006).

La presencia de este microorganismo patégeno en ganado bovino
productor de leche como alimento origina el riesgo potencial de transmitir clones
especificos resistentes o determinantes de resistencia a antibioticos asi como la
transmision de los animales a los seres humanos o viceversa (Haenni et al.,
2003; Cassone et al., 2009; y Hata et al., 2010).

La necesidad de conocer la evoluciéon y la distribucion de los diferentes
tipos de cepas de S. aureus y para poder inferir algunos aspectos
epidemioldgicos ha permitido el desarrollo y la estandarizacién de diversas
metodologias para realizar la tipificacion molecular (De Colsa, 2011). Los VNTR
son secuencias repetidas en tdndem de numero variable dispersas en el
genoma, cuyo polimorfismo se origina por adicion o sustraccion de secuencias
repetidas. Para identificar un VNTR se amplifica su secuencia por medio de la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) con oligonucleétidos



complementarios a secuencias especificas en sus flancos. (Sabat, et al., 2003 y
Ablordey, et al., 2005).

Tomando en cuenta lo descrito anteriormente y que en el estado de Baja
California no existe informacién documentada sobre aislados de S. aureus, su
genaotipificacion, ni informacién sobre resistencia a antibiéticos, en este estudio
se identificaron diferentes cepas de S.aureus que se encuentran circulando en
los distintos establos, para contribuir en el control mastitis bovina causada por
este microorganismo. Asi mismo se podra desarrollar un mejor manejo en la
terapia clinica en animales con problemas de mastitis evitando con esto la
aparicién de cepas resistentes a los antibiéticos y por lo tanto los tratamientos

utilizados seran mas efectivos.

Controlar la mastitis bovina causada por S. aureus con prevencion y
tratamientos adecuados puede garantizar que se obtendrd leche de buena

calidad para el consumo humano.



ll. REVISION DE LITERATURA

2.1 Mastitis bovina

La mastitis es una inflamacion de la glandula mamaria y sus tejidos en
respuesta a una infeccibn comunmente adquirida por invasion de agentes
patdgenos y sus toxinas que han logrado colonizar el tejido secretor a través
del orificio y canal del pezén, elevando su carga bacteriana normal. De igual
manera esta reaccion inflamatoria puede ocurrir debido a sustancias irritantes,
lesiones traumaticas, alergias y neoplasias. Este proceso inflamatorio afecta la
produccion de leche y altera su composicidon tanto quimica como fisica
(Gasque, 2008, Miller, 2004, Barlow, 2009, Soutoet al., 2010 y Menzies y
Ramanoon, 2001).

Los multiples agentes bacterianos, con sus diferentes mecanismos de
infeccion, la epidemiologia, grado y duracién de la reaccion inflamatoria y la
colonizacion transitoria del canal del pezén son factores para considerarla de
tipo subclinico y como una infeccién activa (Bedolla, 2004), asi mismo sumado
a esto la resistencia bacteriana que oponen estos gérmenes a la accién de los
antibioticos presente en la mayoria de los casos, se torna en una infeccién
reemergente y reincidente (Philpot, et al.,, 1992). La transmision de esta
enfermedad es de un animal enfermo a uno sano por medio de las pezoneras
sucias de las maquinas ordefiadoras, moscas, estiércol de los corrales y falta

de higiene del ordefiador entre otras (Rosas, 1992).



La mastitis es una enfermedad altamente prevaleciente en el ganado
lechero, y es una de las enfermedades ma&s importantes que afecta
mundialmente la industria lechera, ocasionando pérdidas econdémicas muy
fuertes a todos los productores de leche en el mundo por disminucion en el
rendimiento de la produccion, aumento en el nimero de tratamientos clinicos

asi como desecho prematuro de vacas

Debido a esto la mastitis se ha reconocido como una de las
enfermedades mas costosas en los hatos lecheros (Correa et al., 2002; Ceron-
Mufoz et al., 2002; Wellenberg et al., 2002 y Rabello et al., 2005).

2.2 Patogenia

La infeccion de la glandula mamaria ocurre a través del conducto
glandular, ya que los microorganismos patdgenos pasan del exterior de la ubre
para alojarse en el conducto, una vez que los patdgenos proliferan e invaden en
el tejido mamario ocurre una inflamacion y se produce la mastitis clinica,
dependiendo de la severidad y la duracion, en uno o varios de los cuartos de la
ubre se puede encontrar fibrosis, edema inflamatorio y atrofia del tejido
mamario. Puede haber aumento difuso de tejido conjuntivo y en casos graves
puede haber gangrena o abscesos en el tejido glandular. La etapa terminal de

la mastitis crénica es la atrofia de la glandula mamaria (Gasque, 2008).

Philpot y Saran (2002) mencionan que de acuerdo a sus manifestaciones

clinicas la mastitis se puede clasificar en mastitis clinica y subclinica:



2.2.1 Mastitis Clinica

Se caracteriza por anormalidades visibles en la ubre o en la leche, donde
el cuarto afectado se inflama, hay dolor y edema, en tanto en la leche se
pueden observar coagulos y grumos y se puede tornar amarilla o rojiza por la
presencia de pus o sangre. En casos severos hay fiebre, deshidratacion, letargo
y el animal se niega a comer, lo que repercute en la disminucién de la

produccion lactea.

2.2.2 Mastitis subclinica

Se caracteriza por la ausencia de signos clinicos en la ubre y la
apariencia normal de la leche, en este tipo de mastitis los agentes etiol6gicos
aumentan el nimero de las células somaticas (principalmente neutréfilos) y
mientras mas alto es el nivel de recuento de células somaticas (RCS), mas alto
es el nivel de inflamacién en el tejido, lo que trae como consecuencia una
disminucién de la produccién y calidad de la leche. Los patbgenos ambientales
interaccionan con la glandula mamaria y en consecuencia en el tipo de mastitis
que producen. Los patdégenos ambientales se encuentran en el ambiente donde
vive la vaca, pasturas, cama y excremento pasan a la ubre en los periodos
entre ordefia. Al no estar adaptados a la glandula mamaria algunos de estos
patdogenos producen respuestas inflamatorias importantes que se traducen en

casos de mastitis clinica que suelen durar poco tiempo. (Chaneton, 2010).

Los patdgenos obligados, por otro lado, tienen su habitat fundamental en
la glandula mamaria bovina y se transmiten de ubre a ubre principalmente
durante la ordefia. Debido a su larga historia de interaccion con la glandula
mamaria, estos microorganismos se han adaptado a las condiciones de este
nicho particular, desarrollando estrategias para evadir el sistema inmune y
permanecer en la glandula mamaria (Guinane et al., 2010; Almeida et al., 1999;
Leigh et al., 1990; Bradley y Green 2001; Ward et al., 2009).



2.3. Staphylococcus aureus

Uno de los principales microorganismos patégenos causantes de mastitis
bovina, es S. aureus y su importancia radica en que no es un patdgeno obligado
de la ubre, ya que se puede encontrar en lesiones de la piel de los pezones, en
las manos de los ordefiadores, en las camas, en los equipos de ordefio y en
muchas ocasiones, las practicas de manejo pueden hacer que este agente
etiolégico alcance el conducto del pezén y de ahi desencadenar una reaccion
inflamatoria (Roberson et al., 1996 y Waage et al., 1988).

S. aureus es un patégeno oportunista colonizador tanto de los seres
humanos como de numerosas especies de animales. En el ganado bovino, es
responsable de aproximadamente un tercio de los casos de mastitis clinica y
subclinica (Brandley et al., 2007 y Bortel et al., 2010).

S. aureus es un coco gram-positivo, no movil, no esporulado, puede
encontrarse solo, en pares, en cadenas cortas o en racimos, siendo esta Ultima
la mas comun. Es un anaerobio facultativo, pero crece mejor en condiciones
aerobias. ElI microorganismo produce las enzimas catalasa y coagulasa entre
otras y crece rapidamente en el medio agar sangre. Sus colonias miden de 1 a
3 milimetros, producen un tipico pigmento amarillo debido a la presencia de
carotenoides y muchas cepas producen hemolisis a las 24-36 horas (Howe et
al., 1996 y Kanafani et al., 2006).

S. aureus tiene todas las caracteristicas tipicas del género, es anaerobio
facultativo, mesofilo, necesita aminoacidos y vitaminas para su crecimiento, es
capaz de fermentar la glucosa y el manitol con produccion de acido y tolera
condiciones ambientales muy variables. Asi, puede crecer a cualquier
temperatura entre 6 y 46°C, con una temperatura Optima entre 30-37°C. En
cuanto al pH, se desarrolla entre valores de 4.0 y 9.8 con el 6ptimo en torno a la
neutralidad. Es igualmente tolerante con respecto a la sal, resistiendo
concentraciones de hasta un 20% de NacCl, siendo ésta una propiedad utilizada

para crear condiciones selectivas en medios de cultivo para su aislamiento y



propagacion. Es bastante resistente a la desecacion, congelacion y calor,
aunque no tanto como las endosporas de las bacterias esporuladas (Fueyo,
2005).

2.3.1. Estructura celular de Staphylococcus aureus

Desde el punto de vista estructural comparte las caracteristicas
morfologicas de las bacterias gram positivas (figura 1) como lo es la capsula
para facilitar a adherencia a las superficies e interferir con la fagocitosis, poseen
una pared celular compuesta por petidoglicano y &cidos teicoicos que puede
tener actividad endotoxica y estimular la liberacion de citoquinas por los
macrofagos, activacion de la via del complemento y agregacion plaquetaria, en
el caso de S. aureus presenta proteinas de superficie como lo es la proteina A
que tiene propiedades antifagociticas que estan basadas en su capacidad de
union a la porcion Fc de las inmunoglobulinas, asi mismo las proteinas de
superficie se unen a moléculas de la matriz extracelular. La pared celular esta
compuesta por una gruesa capa de peptidoglicano. Se trata de un polisacéarido
compuesto por cadenas con uniones de tipo B (1-4) no ramificadas, que
contienen subunidades alternantes de &cido N-acetil murdmico y N-acetil
glucosamina. Las cadenas laterales de pentapéptidos se hallan conectadas al
residuo de &cido muramico y tienen union cruzada por un puente de
pentaglicina fijado a la L-lisina de una cadena y la D-alanina de la otra cadena.
El polisacarido basico se halla también en muchos otros microorganismos,
mientras la cadena de union cruzada de pentaglicina parece ser especifica de
S. aureus y tiene como funcion mantener la rigidez de la pared bacteriana y su
resistencia osmotica. En la patogenia coadyuva al desencadenamiento de la
inflamacion por activacion del complemento, es capaz de atraer leucocitos
polimorfonucleares (PMN), estimula la produccion de anticuerpos opsonizantes
y tiene actividad similar a endotoxinas de gram negativos. El otro componente

mayor de la pared son los acidos teicoicos, que constituyen alrededor del 40%
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del peso de la pared. Estos acidos son polimeros de glicerol o ribitol fosfato,
azucares y algunas veces D-alanina que estan unidos en forma covalente al
peptidoglicano. Cuando estan unidos a la membrana citoplasmatica se les llama
acidos lipoteicoicos. S. aureus posee predominantemente &cidos de ribitol
fosfato, mientras que en los Staphylococcus coagulasa negativos estos son de
glicerol fosfato. La presencia de cépsula es variable pero es importante a nivel
patogénico, ya que tiene propiedades antifagociticas. Las cepas de S. aureus
gue poseen capsula son mas virulentas en modelos animales. No esta claro si
la cdpsula de S.aureus juegue un papel importante en la adherencia, lo que si
se sabe es que la adherencia de S. aureus a los tejidos y cuerpos extrafios esta

mediada, en parte, por receptores de fibronectina en su superficie.

La fibronectina es una glicoproteina importante en varias funciones de
adherencia. Las cepas de S. aureus, que muestran grandes cantidades de
receptores para la fibronectina, parecen ser mas invasivas y mas habiles para
adherirse. Ademas S.aureus puede presentar en su superficie receptores para

el colageno.

La pared celular de S. aureus posee una proteina caracteristica llamada
proteina A, esta tiene la habilidad de unirse a la fraccion constante (Fc) de la
inmunoglobulina G que interacciona con receptores celulares y que ejerce sus
funciones efectoras tales como la activacion del complemento y la
opsonizacion, y por tanto la proteina A funciona como factor de virulencia, ya
gue interfiere con la opsonizacion y la ingestion de los microorganismos por los
neutréfilos polimorfonucleares PMN, activando el complemento y dando lugar a
reacciones de hipersensibilidad inmediata y tardia. Esta proteina es
inmunogénica y se hallan anticuerpos contra ella en sujetos con infecciones

graves por S. aureus (Machado et al., 2008).
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2.3.2. Patogeniay virulencia de Staphylococcus aureus

La patogenia de las infecciones por S. aureus se produce al combinarse
los factores de virulencia bacteriana con una disminucion de las defensas del
huésped. En su accion patdgena intervienen, los componentes de la pared
celular, la produccion de enzimas y toxinas favorecedoras de la invasion tisular
y su capacidad para diseminarse y multiplicarse en los tejidos del huésped
Borraz (2006).

Otros factores importantes que intervienen en la patogenicidad de S.
aureus son su habilidad de adhesion intercelular (Cucarella et al., 2001), su
capacidad de colonizar las células epiteliales y macrofagos de la glandula
mamaria (Cucarella et al., 2001 y Melchior et al., 2006), asi como a su habilidad
de producir fibrosis y micro abscesos que dificultan el acceso de agentes
antimicrobianos (Loeza-Angeles et al.,, 2010). Produce mastitis crénicas
recurrentes y cuando son agudas, generalmente se producen recidivas después

del tratamiento (Sharma et al., 2010).

El alto grado de patogenicidad del S. aureus se debe también a la
importante produccion de enzimas extracelulares que permiten la penetracion e
invasion de las células del huésped, (coagulasa, proteasas, metaloproteasas,
hialurodinasas, lipasas y fosfolipasa C), asi como también algunas toxinas tales
como; hemolisinas a B, & y y que degradan los tejidos y macromoléculas
facilitando la obtencion de nutrientes para el crecimiento de la bacteria (Bubeck
et al., 2007 y Gordon, 2008).
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Figura 1. Estructura de la pared celular estafilocécica.

2.3.2.1 Biopeliculas

Una biopelicula es una comunidad microbiana, dinamica y bien
estructurada, adherida a una superficie solida y englobada en una matriz
extracelular que ofrece proteccion ante factores ambientales fisico-quimicos y
facilita las funciones cataliticas extracelulares (al mantener las células préximas
entre ellas) y favorece la concentracion de nutrientes en la superficie (Hall,et al.,
2004).

La persistencia de S. aureus sobretodo en materiales sintéticos (ej.
catéteres, equipo de ordefia), esta predominantemente inducida por diferentes
polisacéaridos de adhesion que favorecen la produccion de biopeliculas (Bubeck
et al., 2007 y Gordon, 2008).

La formacion de la biopelicula ocurre en dos pasos, en primer lugar las
células bacterianas se adhieren a una superficie de manera especifica o
mediante interacciones fisico-quimicas. En este paso estan involucradas
proteinas de S. aureus que se unen a factores de la matriz extracelular del

huésped, tales como las proteinas de unién a la fibronectina (FNBPA, FnBPB)
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(O’Neill et al., 2008), proteinas de union al fibrindbgeno (CIfA, CIfB) (McDevitt et
al., 1994), proteina de unién al colageno (Can) (Patty et al., 1992) o la proteina

de union a la sialoproteina del hueso (Bbp) (Tung et al., 2000).

En un segundo paso, las células bacterianas adheridas se multiplican,
interaccionan entre ellas y se acumulan en capas, quedando envueltas por una
matriz extracelular secretada por la propia célula bacteriana. La contribucién de
la biopelicula a la patogénesis se atribuye a su resistencia a los antibiéticos y a
la fagocitosis, provocando infecciones crénicas. El desprendimiento de las
células bacterianas de la biopelicula es causa de septicemia y nuevas
colonizaciones, mientras que la produccion de endotoxinas y exotoxinas

producen inflamacion y lesiones tisulares (Prenafeta, 2009).

2.3.3 Reservorios y transmision de Staphylococcus aureus

S. aureus tiene un amplio reservorio animal, donde forma parte de la flora
bacteriana normal a nivel de piel, superficies mucosas del tracto respiratorio y
del sistema genitourinario en mamiferos y aves (Werckenthin et al., 2001).

La distribucion de S. aureus en la naturaleza es amplia; en establos se
ha reportado el aislamiento de éste a nivel de las camas, alimentos
concentrados, equipos, utensilios e insectos (Roberson et al., 1994). El principal
reservorio de esta bacteria en el ganado lechero es el cuarto mamario
infectado, la piel de los pezones y la ubre, pudiendo ser trasmitido facilmente
entre los animales del establo o entre los cuartos mamarios infectados a cuartos
mamarios no infectados durante el ordefio, ya sea por medio de las maquinas
de ordefio, las manos contaminadas de los ordefiadores y las toallas y/o
esponjas que se usan para lavar o secar las ubres de mas de una vaca. En los
establos donde el ordefio es manual, los ordefiadores se convierten en vectores
potenciales en la transmision de S. aureus entre los animales (Gruet et al., 2001
y Trové et al., 2005).
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2.3.4. Prevalencia de Staphylococcus aureus en mastitis subclinica

S. aureus es clasificado como un patégeno mayor de las glandulas
mamarias por el grado de inflamacion que produce, lo que se evidencia con el
incremento en el recuento de células somaticas (RCS) en la leche de los
cuartos mamarios. Las células somaticas estan conformadas por las células
epiteliales alveolares producto de la descamacion (0-7%) y las células de
defensa (macréfagos 66-88%, linfocitos 10-27%, neutréfilos 1-11%) (Ruegg,
2003).

El RCS en la leche de cuartos no infectados se encuentra generalmente
por debajo de 200.000 cel/ml, siendo una elevacién indicativo de un proceso
inflamatorio en la ubre (Harmon, 1994), raz6n por la cual, el RCS es un criterio
muy importante de calidad siendo usado para distinguir un cuarto no infectado
de uno infectado (Schukken et al., 2003).

2.4 Susceptibilidad antimicrobiana

De acuerdo a Taroco y colaboradores (2008), los métodos para
determinar la susceptibilidad a antimicrobianos se clasifican en métodos
cuantitativos y cualitativos, en lo que se refiere a los métodos cuantitativos los
procedimientos permiten determinar la concentracion minima inhibitoria (CIM),
gue se define como la minima concentracion de antibiético que en un periodo
de tiempo predeterminado, es capaz de inhibir el crecimiento in vitro de un
inoculo bacteriano previamente estandarizado (concentracidon conocida de
gérmenes), de igual manera se puede determinar la concentracion minima
bactericida (CBM), que es la minima concentracion de un antibidtico que en un
periodo de tiempo predeterminado, es capaz de inducir la muerte in vitro del

99.9% de una poblacion estandarizada. En lo referente a los métodos
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cualitativos, se encuentran los discos de difusion, en cuyos procedimientos
permiten clasificar directamente a un microorganiSmo como sensible o

resistente.

Los métodos de susceptibilidad estan estandarizados por el National
Commitee for Clinical Laboratory Standars (por sus siglas en inglés NCCLS), de
manera que los resultados sean reproducibles y comparables. Los medios de
cultivo para realizar las pruebas son el agar o caldo de cultivo Muller Hinton los
cuales son los mas apropiados para las pruebas de sensibilidad ya que
muestran buena reproducibilidad, son econdmicos, contienen bajo nivel de
inhibidores de sulfonamidas, trimetroprim y tetraciclinas, son adecuados para la
mayoria de las bacterias patdgenas en lo que a requerimientos nutricionales se

refiere.

2.5 Mecanismos de accién de los antibiéticos ante los agentes patégenos

Los antibiéticos son sustancias quimicas producidas por diferentes
especies de microorganismos (bacterias, hongos, entre otros) o sintetizados por
métodos de laboratorio que suprimen el crecimiento de otros microorganismos y
pueden eventualmente destruirlos. Estos compuestos difieren marcadamente
en sus propiedades fisicas, quimicas y farmacolégicas, asi como en su

mecanismo de accion y espectro antimicrobiano (Calderwood y Bowman, 1988).

2.5.1 Antibiéticos B-lactamicos

Su mecanismo de accion interfiere con la sintesis de la pared celular
bacteriana, siendo por tanto bactericida, es decir, interfiere con la sintesis de los
polipéptidos necesarios para la pared celular. Determinadas cepas
estafilococicas producen B-lactamasas, que transforman a la penicilina en acido

peniciloico inactivo (Martin, 1991 y Sumano, 1997).



16

2.5.2 Cefalosporinas

Las cefalosporinas son antibidticos bactericidas y su mecanismo de
accion es interferir con la sintesis del componente péptidoglucano de la pared
celular bacteriana, a través de la union a la proteina fijadora de penicilina (PBP)
e inactivacion de los inhibidores de la autolisina enddgena, esta autolisina
rompe las paredes celulares bacterianas y produce la muerte del
microorganismo por lisis microbiana. Las cefalosporinas, incluyendo las de
tercera generacion, al fijarse a sus proteinas-blanco en la membrana de la
célula bacteriana, inactivan las enzimas implicadas en la sintesis de la pared

celular (Davalos, 1998).

2.5.3 Macrdélidos

Ejercen su actividad antimicrobiana al obstaculizar la sintesis de
proteinas en la bacteria por la alteracion de los ribosomas bacterianos, se fijan
a la unidad 50S del mismo e impiden la reaccion de translocacion en la cual la
cadena del péptido en crecimiento se desplaza del sitio aceptor al donador. Su
efecto bactericida o bacteriostatico depende de su concentracién, del
microorganismo, del inoculo, de su sensibilidad y de la fase de proliferacion en
gue se encuentren (Goodman, et al., 1990 y Kirst, et al., 1983).

2.5.4 Aminoglucésidos

Su accion bacteriana principal esta dirigida sobre bacterias gram
negativas con muy poca accion sobre anaerobios y limitada sobre las gram
positivas. A través de la difusion, atraviesan la membrana externa bacteriana y
alcanzan el espacio periplasmico. Posteriormente y a través de un mecanismo

activo oxigeno-dependiente, penetran la membrana interna citoplasmatica y
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provocan en ésta, alteraciones de su funcionamiento, se unen finalmente a
polisomas e inhiben la sintesis proteica. Su sitio intracelular de accién es la
subunidad ribosdmica 30s, que provoca error de lectura del RNAmM con
produccion de una proteina anémala, lo cual unido a las alternativas funcionales
de la membrana (induce fuga de sodio, potasio y otros componentes
esenciales) producen la muerte bacteriana (Sande, et al., 1993 y Delgado,
1990).

2.5.5 Quinolonas

Las topoisomerasas son enzimas que participan en el proceso de
sintesis del ADN, por desenrollamientos y enrollamientos del ADN
cromosomico. Las quinolonas actian en el ADN cromosOmico bacteriano,
uniéndose a algunas de las topoisomerasas e inhibiendo su accion (Hooper,
2001 y Schmitz, et al., 2002). En bacterias gram negativas, las topoisomerasas
qgue inhiben, principalmente es la ADN-girasa, la funcibn mas importante de la
ADN-girasa es mantener un nivel de enrrollamiento del ADN que facilite el
movimiento hacia los complejos que se forman en la replicacion y la
transcripcion, también libera enrollamientos negativos en un proceso
dependiente de ATP (Drlica, et al., 1997).

En la ADN-girasa las quinolonas interaccionan con aminoacidos de las a-
hélices cercanas a la tirosina del centro activo, que esta implicado en la rotura
del ADN. En bacterias gram positivas la principal diana de las quinolonas es la
topoisomerasa 1V, la cual se encarga de separar las hebras de ADN tras cada
replicacion, ademas tiene una actividad relajante sobre la cadena de ADN para
gue se realice de manera correcta el proceso de replicacion (Varon, et al., 1999
y Drlica, et al., 1997).



18

2.5.6 Tetraciclinas

Atraviesan la membrana externa de las bacterias a través de porinas
mediante difusibn pasiva y llegan al citoplasma gracias a un mecanismo
dependiente de energia. Dentro del citoplasma se unen al ribosoma inhibiendo
la sintesis de las proteinas. Este efecto se produce evitando la union aminoacil
del &cido ribonucleico de transferencia (aminoacil ARN) a la subunidad 30S
ribosomal (Pérez e Iglesias, 2003).

2.5.7 Sulfonamidas

Estan estructuralmente relacionadas con el acido para-aminobenzoico
(PABA) y compiten con él por la enzima dihidropteroato sintetasa que interviene
en el metabolismo del acido folico. El acido folico es imprescindible para la
sintesis de precursores de los &cidos nucleicos bacterianos. Las células de los
mamiferos requieren &cido félico preformado, ya que no pueden sintetizarlo v,
por lo tanto no se ven afectadas por la accion de las sulfonamidas. Las
diaminopirimidinas (como la trimetoprima), al igual que las sulfonamidas,
interfieren en el metabolismo del &cido félico por lo que combinadas tienen

efecto sinérgico.

2.6. Resistencia bacteriana hacia los antibiéticos

La resistencia se define como la capacidad que tiene una bacteria de
evadir la accion de un antibidtico, esta resistencia puede ser intrinseca o
adquirida. La resistencia intrinseca es propia de cada familia, género o especie
siendo por lo tanto una resistencia predecible, donde la bacteria es
naturalmente resistente a determinado antibiotico debido a que tiene carencia

de la estructura blanco o se le hace imposible al antibiotico penetrar la célula
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bacteriana. La resistencia adquirida es cuando la bacteria que normalmente es
sensible a un antibidtico en particular se convierte en resistente ya sea por una
mutacion cromosOmica o por intercambio de material genético entre bacterias
(Hernandez, 2005).

Las bacterias han desarrollado varios mecanismos para neutralizar la
accion de los agentes antimicrobianos, los mecanismos principales en las
bacterias gram positivas son: inactivacion enzimatica del antibiotico,
modificacion del sitio blanco, expulsion del antibiético por accion de la bomba

de eflujo y proteccion del sitio blanco (Guardabassi y Courvalin, 2006).

2.7 Principales mecanismos de resistencia bacteriana

Las bacterias, por su tremenda capacidad de adaptacion, pueden
desarrollar mecanismos de resistencia frente a los antibioticos, existiendo una
resistencia natural o intrinseca en las bacterias si carecen de diana para un
antibiotico (como la falta de pared en Mycoplasma spp. en relacién con los
betalactamicos). La resistencia adquirida es la realmente importante desde un
punto de vista clinico ya que se debe a la modificacion de la carga genética de
la bacteria y puede aparecer por mutacion cromosémica 0 por mecanismos de

transferencia genética.

La primera puede ir seguida de la seleccion de las mutantes resistentes,
pero la resistencia transmisible es la mas importante, estando mediada por
plasmidos, transposones o integrones, que pueden pasar de una bacteria a otra
(Garcia et al., 1997 y Martinez, 1997).
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2.7.1 Resistencia por inactivacion enziméatica

Consiste en la sintesis por parte de las bacterias de ciertas enzimas que
modifican la estructura del antibiotico provocando la anulacion de su funcién. El
ejemplo mas tipico es el de la produccién de B-lactamasas capaces de abrir el
anillo B-lactamico de los antibiéticos p-lactamicos para dar acido peniciloico que

carece de actividad antibacteriana (Gimeno y Ortega, 2005).

Muchas bacterias son capaces de producir enzimas betalactamasas, en
las bacterias gran positivas suelen ser plasmidicas, inducibles y extracelulares y
en las bacterias gram negativas de origen plasmidico o por transposones,
constitutivas 'y periplasmicas. También hay enzimas modificantes de
aminoglucésidos y aunque no es éste su principal mecanismo de resistencia,
también el cloranfenicol, las tetraciclinas y los macrélidos pueden ser

inactivados por enzimas (Daza, 1998).

2.7.2. Resistencia por modificaciones del sitio blanco

El ribosoma es el organulo celular encargado de la sintesis de proteinas
utilizando RNA de transferencia aminoacilado (aa-tRNA) como sustrato a partir
del RNA mensajero (MRNA). El ribosoma esta formado de una subunidad
grande y una pequefa, que en bacterias se nombran 50S y 30S, de acuerdo a
su velocidad de sedimentacion (Ramakrishnan, 2002).

En este mecanismo de resistencia bacteriana se modifican algunos sitios
especificos de la anatomia celular, como pared celular, o las subunidades

ribosomales 50S y 30S, entre otros (Ferrer y Lemmis, 2006).

Este tipo de resistencia tiene efectos sobre los antibidticos macrolidos y
lincomicinas interviniendo para este caso la subunidad 50s y con los

aminoglucésidos la subunidad 30s (Martin y Luas, 1989).
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Los cambios en el sitio blanco donde el medicamento actua, interfieren y
limitan la interaccién, evitan su accion bactericida/bacteriostatica y promueven

la resistencia hacia los antibiéticos (Yoneyama y Katsumata, 2006).

2.7.3. Resistencia por alteraciones en la membrana

Las bacterias pueden generar cambios en la bicapa lipidica, aunque la
permeabilidad de la membrana se ve alterada, principalmente, por cambios en
las porinas. Las porinas son proteinas que forman canales llenos de agua
embebidos en la membrana externa que regulan la entrada de algunos
elementos, entre ellos, los antibidticos tales como betalactamicos vy
aminoglucésidos, los cambios en su conformacién pueden llevar a que la

membrana externa no permita el paso de estos agentes al espacio periplasmico

En otras ocasiones pueden provocar la salida del antibiético por un
mecanismo de expulsion activa, impidiendo que se acumule en cantidad

suficiente para que actue eficazmente (Daza, 1998 y Vila et al., 2007).

2.8. Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA)

La mayoria de los Staphylococcus meticilino resistentes son usualmente
resistentes a varios antibioticos, incluyendo otros 3-lactamicos, aminoglicésidos,
macrolidos, clindamicina y tetraciclina. La observacién de mudltiple resistencia

debe ser una sefial para la posibilidad de resistencia a meticilina.

Para S. aureus y Staphylococus coagulasa negativos meticilino
resistentes, todas las penicilinas y otros Blactamicos tales como amoxicilina/
Acido clavulanico, ampicilina/sulbactam, ticarcilina/clavulanico,
piperazilina/tazobactam, ertapenem e imipenem podrian aparecer como activos

in vitro pero ser clinicamente no efectivos (estas antibioticos deberian ser
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reportados como resistentes o no deberian ser informados). Los aislamientos
de S. aureus resistentes a penicilina pero sensibles a oxacilina son resistentes a
los R-lactdmicos labiles, a las R-lactamasas estafilococicas: ampicilina,

amoxicilina, ticarcilina, piperacilina, mezlociclina y carbenicilina (Prat, 2004).

2.9. Pruebas para deteccién de mastitis

Existen varios métodos para realizar el RCS individualmente en cada
vaca o0 por muestreo de la leche del tanque, entre ellos se encuentran:
conductividad eléctrica, prueba de white side, prueba de California para
mastitis, prueba de Wisconsin para mastitis y recuento electrénico de células
somaticas. Estos métodos difieren en sencillez, confiabilidad, costo y la
seleccion generalmente se hace en base al que mejor se ajuste a las

necesidades y posibilidades de cada explotacién o unidad productiva.

Lo importante es que una explotacién lechera siempre debe realizar el
RCS porque su resultado nos indica tanto el nivel de mastitis existente en el

establo, como la calidad de la leche producida (Hernandez y Bedolla, 2008).

2.9.1. Recuento de células somaticas

El contenido de células somaticas en la leche nos permite conocer el
estado funcional y de salud de la glandula mamaria en periodo lactante; debido
a su estrecha relacién con la composicion de la leche, es un criterio de calidad

muy importante (Bedolla, 2004; Zarkower y Scheuchenberger, 1978).

La leche de una ubre sana presenta pocas células somaticas. En este
caso se trata de células de tejido (células epiteliales) y células del sistema
inmunes (neutrdéfilos polimorfonucleares 15%, macréfagos 60%, linfocitos 25%).
De todas las células de la leche de un cuarto infectado, aproximadamente el 99
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% seran leucocitos, mientras que el resto 1% seran células secretoras que se
originan de los tejidos de la ubre, juntos esos dos tipos de células constituyen el
recuento de células somaticas (RCS) de la leche que comunmente es
expresada por mililitros (cel/ml). El recuento de células somaticas (RCS) es la
medicibn mas ampliamente utilizada para supervisar el estado inflamatorio de
las glandulas mamarias y puede ser realizada en la leche de cuartos
individuales, vacas individuales, el hato completo y de un grupo de hatos. La
infeccion intramamaria es el principal factor causante de cambios en el RCS en
la leche. Cuando los microorganismos causantes de mastitis invaden un cuarto
de la ubre y empiezan a multiplicarse o cuando el nimero 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)

Las glandulas mamarias que nunca se han infectado, normalmente
tienen RCS de 20,000 a 50,000 cel/ml. En grandes poblaciones de vacas, 80%
de los animales no infectados tendran un RCS menor de 200,000 cel/ml y 50%
menor de 100,000 cel/ml (Fernandez, 1997; Pérez y Bedolla, 2005).

2.9.2 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 mas ampliamente usados para
el diagnéstico de mastitis subclinica a nivel de campo (Ferraro et al., 1999; Ruiz
et al., 2001; Middleton et al., 2004; Shitandi y Kihumbu, 2004; Faria et al., 2005;
Kivaria et al., 2007 y Nunes et al., 2007;). Es una prueba econémica, sencilla y
rapida, 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 estimacion del contenido de células somaticas. Su principal desventaja es
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la subjetividad implicita en la lectura de los resultados (Rueeg, 2003). La prueba
de California para mastitis se fundamenta en la lisis que ocasiona el detergente
aniénico Alquil-ArilSulfonato de sodio en las células soméaticas presentes en la
leche, la lisis produce la salida del acido desoxirribonucleico (ADN); los
filamentos de ADN libres tienden a formar un gel cuando se unen, y el purpura
de bromocresol incluido en el reactivo facilita la visualizacion del gel formado.
Por tanto, a mayor contenido celular en la leche, mayor gelificacion, y el gel
estima en forma indirecta el nidmero de células somaticas existentes en la
leche, permitiendo clasificar los cuartos mamarios en cinco categorias (Rueeg,
2003).
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Cuadro 1. Lectura e interpretacion de la prueba de california para mastitis

(CMT) y su equivalencia con el recuento de células somaticas (RCS).

Resultados Reaccion Equivalencia del  Porcentaje de Interpretacion
CMT RCS/mL neutrofilos
La mezcla no
Negativo presenta 0—200.000 0-25 Cuarto mamario
precipitado y/o sano
gel
Se forma una Posible infeccion
Traza traza de 150.000 = 500.000 30-40 dependiendo del
precipitado que numero de cuartos
desaparece mamarios
pronto
Hay precipitado
1+ pero no se forma 400.000 — 40 — 60 Mastitis subclinica
oel 1.500.000
El precipitado se
vuelve gel y se
2+ concentra en el 800.000 - 60 -70 Mastitis subclinica
centro de la 5.000.000
raqueta
Se forma un gel
I+ que se adhiere al = 5.000.000 70 - 80 Mastitis subclinica
fondo de la
raqueta

(Kivaria et al., 2007).
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2.10. Identificacion de Staphylococcus aureus mediante pruebas
bioquimicas

Las pruebas o ensayos bioquimicos son aquellas reacciones que ponen
en evidencia la existencia de una enzima o pasos metabdlicos determinados, y
que muchas veces nos permiten llegar a la identificacion a nivel de especie.
Existen diferentes pruebas bioquimicas necesarias para la identificacion de los
Sthaphylococcus (Machado et al., 2008).

2.10.1. Tincién diferencial Gram

De acuerdo a Santambrosio y colaboradores (2009), esta tincion es
denominada asi por el bacteriélogo danés Christian Gram, quien la desarrollé
en 1844. Sobre la base de su reaccion a la tincion de Gram, las bacterias
pueden dividirse en dos grupos, gram-positivas y gram-negativas. Las bacterias
gram-positivas y gram-negativas tifien de forma distinta debido a las diferencias
constitutivas en la estructura de sus paredes celulares. La pared de la célula
bacteriana sirve para dar su tamafio y forma al organismo asi como para
prevenir la lisis osmética. El material de la pared celular bacteriana que confiere
rigidez es el peptidoglicano. La pared de la célula gram-positiva es gruesa y
consiste en varias capas interconectadas de peptidoglicano asi como algo de
acido teicoico. Generalmente, 80%-90% de la pared de la célula gram-positiva
es peptidoglicano. La pared de la célula gram-negativa, por otro lado, contiene
una capa mucho mas delgada, unicamente de peptidoglicano y esta rodeada
por una membrana exterior compuesta de fosfolipidos, lipopolisacéaridos, vy
lipoproteinas. Solo 10% - 20% de la pared de la célula gram-negativa es
peptidoglicano.
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2.10.2. Prueba de catalasa

Se investiga la presencia en el microorganismo de la enzima catalasa,
capaz de descomponer el peréxido de hidrégeno o agua oxigenada (H.O>) en
H.O y O, que se desprende en forma de burbujas en el medio. El H,0O, se
forma como un producto terminal oxidativo de la descomposicion aerdbica de

los azlcares, siendo toxico al acumularse en una bacteria (Huchin. 2009).

2.10.3. Prueba de DNAsa

Permite conocer si los microorganismos tienen la enzima
desoxirribonucleasa capaz de degradar las moléculas de DNA existentes en el
medio de cultivo con agar. Esta prueba se utiliza para diferenciar las especies
de S. aureus, productoras de la enzima desoxirribonucleasa, de otras especies

que no la producen (Borraz, 2005).

2.10.4. Prueba de coagulasa

La coagulasa es una enzima extracelular libre producida por algunos
microorganismos capaces de coagular el plasma. S. aureus posee dos tipos de
coagulasa, una endocoagulasa o coagulasa ligada unida a la pared celular que
actua directamente sobre el fibrinbgeno provocando la formacién de coagulos o
grumos cuando se mezcla una suspension bacteriana con plasma citratado y
una exocoagulasa o coagulasa libre que actia mediante la activacion de un
factor sérico (CRF), el cual reacciona con el fibrinbgeno produciéndose un
coagulo de fibrina (test en tubo) (Machado et al., 2008).
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2.11. Identificacion de Staphylococcus aureus mediante PCR

Debido a que el cultivo microbiolégico de las muestras clinicas, solo
ofrece resultado en un 50% de los casos (Koskinen et al., 2009) el diagndstico

por PCR es una alternativa.

Segun varios autores, la sensibilidad y especificidad de la PCR es
generalmente mayor que el aislamiento (Cremonesi et al., 2006 y Park et al.,
2006). La aplicacion de esta técnica, con un formato sencillo y rapido, es
adecuada a la rutina diaria de un laboratorio de microbiologia y contribuye a
realizar un diagndstico precoz. Si se detecta mas temprano el microorganismo
podria prevenirse la aparicion de brotes y permitiria implementar controles
previos a la ocurrencia de la enfermedad. Sin embargo, la especificidad y la
sensibilidad de los cebadores para el diagnéstico del patdgeno se deben validar
(Koskinen et al., 2009).

Hasta la fecha se han publicado diferentes tipos de cebadores para la
amplificacion de diferentes regiones del genoma del S. aureus (Restrepo et al.,

2012), algunos de los cuales se ilustran en el cuadro 2.
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Cuadro 2. Cebadores para la identificacion de Staphylococcus aureus.

NUumero de
muestras de pares o
leche Cebadores de Autor PCR in silico
bases
evaluadas
F: 5-GCGATTGAT
Muestras de 30 GGTGAT ACGGTT-3' (Kuzma et No amplifica en
cuartos de 24 270pb. al., 2003) todas las cepas de
vacas. R:5'AGCCAAGCCTTGA v ' S. aureus.
CG AAC TAAAGC-3'
F: 5-TCT TCA GAA GAT
GCG GAATA-3 418- (Sindhu et Solo amplifica una
No reportada 510 pb al., 2007) cepa S. aureus
R: 5-TAA GTC AAA ' " ' '
CGT TAACATAC G-3'
F: 5'-ACC ACA AGG (Aarestru
TAC TGA ATC AAC G-3' P, No amplifica
Wegener .
187 muestras Rosdahl ninguna
R: 5-TGC TTT CGA y loos). | cepadeS.aureus
TTG TTC GAT GC-3' '
TTGTCCTTT GG-3' (Cremonesi P !
pero también S.
30 muestras 499 pb. et al., cpidermidis. S
R: 5-TCG CTC GCT 2006). Iur? imonee &
CAC CTT AGA A-3' gau O
pseudointermedius
F: 5'-GCG ATT GAT
GGT GAT ACG GT-3' (Brakstad, Mas especifico, solo
Aasbakky | S. aureus pero deja
No reportada R: 5'-AGC CAA GCC 2179 pb. Maeland, por fuera una cepa
TTG ACG AAC TAA 1992). de S. aureus.
AGC-3'
F:5-ATG GTTTTG GTA
GAATTG GTCGTT Amplifica todas las
20 cepas :
: TA-3 (Yugueros | cepas de S. aureus
dediferentes
Staphylococcus 933 pb. et al., y no Ia_s otras
S R: 5'-GAC ATT TCG TTA 2001). especies de
P TCA TAC CAA Staphylococcs.
GCT G-3'
F:5-TCG CTC AAA realzar andiiss
52 muestras ACA ACG ACA CC-3 300 pb. (Reinoso et porque no tiene RV.
al.,2007).
No describe R.
555 muestras F: 5-ACC ACA AGG (Vieira-Da- | Estos cebadores no
' | TAC TGA ATC AAC G-3' Motta, dan ningln
362 vacas CMT :
ositivo 964 bp. | . oVY resultado; no
b ' R:5-TGC TTT CGA " | Sakyiama, amplifica nada.
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TTG TTC GAT GC-3' 2001).
F: 5-CCG TTT CAT AAG -
GCG AGT TG-3 (Park, Lee y Cseo'g 3?‘;'”:3532
No reportada 405 bp. Kim, inpsilico a.mplifica'
R: 5-CTG TTC GGGTAT 2006). 156 pb
TTG AAG ATG G-3' '
F: 5-GCG ATT GAT
GGT GAT ACG GTT-3'
9 cepas 279 pb (Yang et al., No amplifica una
aisladas R: 5'-AGC CAA GCC ' 2007). cepa de S. aureus.
TTG ACG AAC TAA
AGC-3'
F: 5-GTA GGT GGC No amplifica todas
AAG CGT TAT CC-3' (Manfredi, las cepas de
No reportada 228 pb. Leottay S.aureus y amplifica
R: 5-CGC ACATCA Rivas, 2010) otros
CGC TAC G-3 Staphylococcus.
24 cepas F: 5-ACG GAG TTA
L CAA AGG ACG AC-3' ~
mastitis clinica (Castafieda | El cebador Reversa
16 de mastitis . 1251pb et al., 2009). no amplifica.
Subclinica R: 5'-AGC TCA GCC
TAA ACG AGT AC-3'
F: 5-CGG TCC AGA
CTC CTA CGG G-3' Amplifica S. aureus,
(Granados, S .saprophyticus,
113 CMT R:5-TTACCG CGG | 204PP- | ""5011). ' | s. haemolyticus, S.
CTG CTG GCA-3 Seudointermedius.
No amplifica todas
F:5-TCC AGATTA CAA (Oliveiray las cepas de S.
CTT CAC CAG G-3' de aureus, amplifica
No reportada 162 pb. Lencastre S. saprophyticus, S.
R: 5'-CCA CTT CAT ATC 2002) ' | seudointermedium y
TTG TAA CG-3' ' otros
Staphylococcus

Riffon

(Restrepo et al., 2012)

y colaboradores (2001) desarrollaron dos conjuntos de

oligonucleotidos especificos para identificar mediante PCR las principales

especies de bacterias causantes de mastitis bovina, entre las que destaca S.

aureus. Los oligonucledtidos se disefiaron a partir de regiones altamente

divergentes y especificas 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. Los genes que codifican ARNr se utilizaron como

secuencias diana en lugar de los genes que codifican ARNm debido a la mejora
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de la sefal, esto por la presencia de varias copias que codifican ARNr en el
genoma. Asi mismo, se disefiaron dos conjuntos de oligonucledtidos

universales usados como controles positivos, que se muestran a continuacion:

Cuadro 3. Cebadores utilizados en este estudio para la identificacion de
Staphylococcus aureus.

Oligonucledtido | Especificidad Secuencia (5°-3") G+C (%)
Sau 234 S. aureus CGATTCCCTTAGTAGCGGCG 60
Sau 1501 S. aureus CCAATCGCACGCTTCGCCTA 60
Sau 327 S. aureus GGACGACATTAGACGAATCA 45
Sau 1645 S. aureus CGGGCACCTATTTTCTATCT 45

(Modificado de Riffon, et al., 2001)

2.12. Tipificaciéon molecular de Staphylococcus aureus.

Desde hace décadas se ha reportado la existencia de diferentes cepas
de S. aureus, razon por la cual ha sido una de las primeras bacterias que ha
requerido una diferenciacion. La necesidad de tipificacién ha estado en relacion
directa con su implicacién en brotes por fuente comudn, tanto en infecciones
hospitalarias como en intoxicaciones alimentarias, también se ha utilizado la
tipificacion para relacionar las cepas aisladas de origen animal con las de origen
humano, 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 relacion entre las cepas aisladas en una planta de
procesamiento de alimentos con la fuente de contaminacién (Tondo et al., 2000;
Oliveira et al., 2001; Cabral et al., 2004; Sabour et al., 2004 y Kérouanton et al.,
2007).
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La necesidad de conocer la evolucién y la distribucion de las diferentes
tipos de cepas de S. aureus, ha permitido el desarrollo y la estandarizacion de
diversas metodologias para realizar la tipificacibn molecular de Staphylococcus
aureus (De Colsa, 2011).

2.12.1. Anédlisis de microorganismos por electroforesis en gel de campo
pulsado (PFGE).

La electroforesis de campos pulsados (PFGE), permite su clasificacion
segun el andlisis de fragmentos generados por la enzima de restriccion Smal.
La CDC (Por sus siglas en ingles Centers for Disease Control and Prevention)
ha desarrollado un protocolo estandarizado para su proceso y una
nomenclatura denominada “USA” que permite clasificar los diferentes patrones
electroforéticos generados (ej. USA100, USA300, USA400, entre otros) (Mark et
al., 2000).

El principio de la electroforesis de campo pulsado se basa en que
primero es aplicado un campo eléctrico (E1) al gel, entonces hebras de ADN, el
cual se ha cortado con enzimas de restriccibn, migran por los cambios
periédicos en un campo eléctrico. Este primer campo es entonces removido y
un segundo campo (E2) en angulo con el primer campo, es activado. El ADN
debe cambiar la conformacién y la reorientacion antes de comenzar a migrar en
la direccion del segundo campo eléctrico. El tiempo requerido para esta
reorientacion varia de acuerdo al peso molecular de la muestra. La PFGE
separa fragmentos cromosOmicos que no pueden ser separados por el método
convencional uni-direccional de electroforesis. El limite de la electroforesis
convencional es su ineficiencia para separar secuencias de ADN con un tamafo
mayor de 50kb. Las técnicas moleculares para el analisis de ADN cromosomal
como el PFGE han demostrado ser un método eficiente para resolver
divergencias entre las diferentes cepas y ha sido bastante utilizado en el estudio

epidemioldgico de las mismas. La electroforesis en gel de campo pulsado
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(PFGE) es una de las técnicas mas modernas utilizadas en estudios
epidemiolodgicos, ya que es capaz de separar fragmentos de 10 kpb hasta
10.000 kpb y por esta razén ha demostrado ser altamente discriminatoria para
estudios epidemiologicos por su habilidad para diferenciar intra-especies de
aislados bacterianos en estudios epidemioldgicos de zoonosis. Los estudios
sugieren que PFGE es una técnica util en la diferenciacion de cepas
provenientes de animales y del hombre y que puede complementar otras
técnicas moleculares para propositos epidemiolégicos, asi como para la
prevencion y control de importantes infecciones bacterianas. Este método es
ademas, facilmente reproducible, relativamente estable y rapido en

comparacion con meétodos que requieren hibridacion de ADN (Mattar, 2000).

2.12.2. Tipificacion por secuenciacién de multiples locus (MLST)

Permite la tipificacibn basandose en el andlisis 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) especifico para cada aislamiento bacteriano. Este método es altamente
reproducible, ademas de que se cuenta con una base de secuencias en
Internet, donde el usuario puede subir y comparar sus secuencias tipo y

complejos clonales (http://saureus.mist.net/misc/info.asp) (Market al., 2000).

2.12.3. Tipificacion spa.

El método de tipificacion spa se basa en la secuencia de la region X
polimorfica del gen de la proteina A (spa), presente en todas las cepas de S.
aureus La region X estd constituida por un namero variable de secuencias
cortas repetidas de 24-pb flanqueadas por regiones bien conservadas (Hallin et
al., 2009).
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Para la clasificacion 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 asigha un tipo o Type (Tx). De esta forma
se logra un conjunto de datos, que son analizados utilizando el software Ridom
StaphType y reportandolos a su base de datos mundial que cuenta con
alrededor de 313 repetidos reportados y més de 100,000 tipos (0 Types "T")
encontrados (Harmsen, et al., 2003).

2.12.4. Tipificacion SCCmec,

Permite la diferenciacion de clonas de S. aureus que son resistentes a
meticilina. El cassette cromosdmico de S. aureus contiene el gen mecA, los
complejos genéticos ccrA, ccrB y ccrC, asi como genes reguladores y
secuencias de insercion, de manera que las mutaciones que se presenten en
cualquiera de estas regiones, ofreceran patrones diferentes (Ito et al., 2007).
Esta metodologia no suele utilizarse en forma primaria, sino para diferenciar
clonas y cepas estrechamente relacionadas previamente clasificadas por PFGE
y/o MLST (De Colsa 2011).

2.12.5. Tipificaciéon mediante el nUmero variable de repeticiones en tandem
(VNTR).

Estos marcadores genéticos, antes denominados minisatélites, se
identificaron inicialmente en seres humanos, donde han tenido su mayor
aplicacion en pruebas forenses y de paternidad (Frothingham, et al., 1998 y
Gascoyne-Binzi, et al., 2001). Los VNTR son secuencias repetidas en tandem
de numero variable dispersas en el genoma, cuyo polimorfismo se origina por
adicidbn o delecion de secuencias repetidas. Para identificar un VNTR se

amplifica su secuencia por PCR con oligonucledtidos complementarios a
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secuencias especificas en sus flancos. El tamafio del amplicon revela el
polimorfismo del VNTR y puede expresarse como el numero de secuencias
repetidas que contiene, permitiendo almacenar codigos numéricos comparables
entre diversos laboratorios y crear bases de datos de facil acceso (Sabat, et al.,
2003 y Ablordey, et al., 2005)

La técnica VNTR o MLVA (Multilocus Variable Number Tandem Repeat
Analysis) por sus siglas en inglés, es utilizada en la genotipificacion de varias
especies bacterianas (Lindstedt, 2005 y Vergnaud y Pourcel, 2009). Se basa en
una metodologia basica y extendida de la medicién de la longitud de fragmentos
de ADN. El genotipo, en la forma y nimero de cadenas corresponden al nimero

de repeticiones en cada locus (Grissa et al., 2008).

Los avances mas notables en la tipificacion molecular se han obtenido
mediante un andlisis de un numero variable de loci utilizando VNTR. El numero
de unidades de repeticion en el mismo locus a menudo varia entre cepa y cepa
y se puede detectar por PCR utilizando oligonucleétidos flanqueantes
(Jeffreyset al., 1992, Frothingham et al., 1998; Farlow et al., 2001 y Keimet al.,
2000).

La secuenciacion del genoma de S. aureus ha indicado la presencia de
varios loci VNTR, entre ellos sdr, clfA, CIfB, ssp, coa y spa. El locus sdr esta
estrechamente relacionado y dispuesto en tandem con los marcos de lectura
gue contienen sdrC, sdrD y sdrE, los cuales codifican para la proteina Sdr
(Josefssonet al., 1998).

La proteina Sdr junto con los factores de aglutinacion A (CIfA) y B (CIfB),
son miembros de la familia de proteinas de superficie las cuales se caracterizan
por tener una region R que contiene varios numeros de repeticiones de
dipéptidos de Ser-Asp codificados por una repeticion de ADN de 18 nucleétidos
en la region 3" de los genes sdr. (McDevittet al., 1994 y Ni Eidhinet al., 1998).
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El locus ssp contiene el gen sspA que codifica para una serina proteasa
(proteasa v8). El fragmento terminal C se construye de un numero variable de
multiples repeticiones de tripeptidos codificados por unidades de 9 nucledtidos
(Carmona et al., 1987 y Rice et al., 2001).

Finalmente los genes coA y spa codifican para la proteina de union al
colageno y a la proteina A respectivamente, teniendo diversos ndameros de
repeticiones degeneradas de 81 y 24 pares de bases respectivamente (Van
Belkumet al., 1998). Este polimorfismo se ha utilizado cominmente para la
diferenciacion de aislados de S. aureus (Frenay et al., 1994 y Gohet al., 1992).

Sabat (2003) describi6 un analisis multiple-locus VNTR (MLVA), para
discriminar entre diferentes aislados clinicos de S. aureus basados en el
analisis de cinco loci (sdr, clfA, CIfB, ssp, yspa) repetidos en tandem
compuestos de siete genes individuales. Este método de exploracién del
polimorfismo VNTR permitio la tipificacion de aislados clinicos de S. aureus
resistentes a meticilina (MRSA), determiné su diversidad y sus relaciones
evolutivas con alto poder discriminatorio y mostré una reproducibilidad que
coincidio con la técnica de electroforesis de campo pulsado (PFGE).

Pourcel y colaboradores (2009) propusieron un esquema de
genotipificacion 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 genotipificacion facil de realizar y con un alto
poder discriminatorio, asi como con significado filogenético. Los

oligonucledtidos utilizados se muestran en el cuadro 4.
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Cuadro 4. Panel de oligonucledtidos utilizados para la genotipificacion de Staphylococcus aureus.
. NUM. DE PRODUCTO
NUM. DE TEMP.
NOMBRE SECUENCIA COPIAS REP. EN BL | AMPLIFICADO (pb) | 5| |INEACION
GENOMA ;
(pb) MUS0* )
PANEL 1
L-AGCAGTAGTGCCGTTTTGCTT
Sa0122 T AGACGTCCTTTCAGTGAGCA 24 10 392 60
L-TTGGATATGAAGCGAGACCA
520266 R-CTTCCGATTGTTCGATGCTT 81 6 630 60
L-AGGGTTAGAGCCCGAGACAT
Sa0311 R-CACGGGATTGGAACAGAAAT o5 3 212 60
L-CGCGCGTGAATCTCTTTTAT
Sa0704 R-AGTCCCATATCGTGCGTTAAA 67 4 380 60
L-CGTGCATAATGGCTTACGAA
Sall32 R AAGCAGCAGAAAAAGCTAAAGAA |  °3 ° >32 o0
L-AGTGCAAGCGGAAATTGAAG
>allo4 R-ATCGTGAAAAAGCCCAAAAA o7 ! >24 o0
L-GGGGGAAATTCTAAGCAACC
=al29l R-CGAAATTTTCCACGTCGATT o4 4 369 o0
L-
Sa1729 TACTTAAAAATARS_AATACATAATTAG 56 5 499 53
CAACAATAAATTACTTATTTGAAGTT
L-CTGTTTTGCAGCGTTTGCTA
S5al866 R-GCAACTTGAAGAAACGGTTG 159 6 607 60
L-TTCGTTCTACCCCAACTTGC
Sa2039 R-GAGCCTGGGTCATAAATTCAA 56 3 282 60
R-ACGTAAAGGTCGCGACAAAA

*Mu50: cepa de Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM) con resistencia a la vancomicina.

(Pourcel, 2009)
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La técnica MLVA parece tener el potencial para proporcionar un método
para estudios epidemiolégicos a corto plazo ya que es rapido y fiable en
comparacion 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 genotipificacion. Diferentes repeticiones en
tandem varian 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 oligonucel6tidos pueden fallar para
amplificar una fraccion significativa de las cepas, por lo que los loci y los
oligonucledtidos deben de ser seleccionados cuidadosamente (Pourcel et al.,
2009).



l1l. HIPOTESIS

Existen cepas diferentes de Staphylococcus aureus en los establos de la
region e incluso dentro del mismo establo que pueden ser diferenciadas
mediante la técnica de genotipificacion VNTR y que muestran patrones

diferentes de resistencia a los antibiéticos.
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V. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Caracterizar genéticamente aislados de Staphylococcus aureus
provenientes de diferentes hatos lecheros en el estado de Baja California para
determinar la relacion existente entre dichos aislados y sus patrones de

resistencia a antibioticos.

4.2. Objetivos especificos

» Obtener aislados bacterianos de diferentes casos de
mastitis bovina.

» Caracterizar y comparar genéticamente los aislados de
Staphylococcus aureus por VNTR.

» Determinar los patrones de resistencia a antibioticos de los
diferentes aislados obtenidos.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1. Ubicacién

El presente estudio se realizé en el estado de Baja California, México, en
donde se recolectaron muestras de leche de cuatro establos lecheros
comerciales orientados a la produccion de leche destinada para la elaboracién
de subproductos lacteos. Los establos muestreados fueron: a) el perteneciente
al Instituto de Investigaciones en Ciencias Veterinarias de la UABC; b) un
establo ubicado en la zona oriente de la ciudad de Mexicali; ¢) un establo
ubicado en la zona del Florido en el municipio de Tecate B.C. y d) un establo
localizado en la zona de Ojos Negros en el municipio de Ensenada B.C. Todos
los hatos muestreados cuentan con una estructura de producciéon

semitecnificada.

5.2. Tipo de estudio

Se realizé un estudio epidemiolégico observacional del tipo transversal
con un muestreo no probabilistico por conveniencia.

5.3 Criterios de inclusioén

Se incluyeron las vacas en etapa produccién que fueron positivas a la
prueba de California para mastitis (CMT) (Dairy research products inc.) en un
grado 2 o mayor, o bien aquellas que presentaron un conteo de células
somaticas superior a 400,000 por ml, dicha prueba fue interpretada en una

escala ordinal como menciona Kivaria y colaboradores (2007).
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Asi mismo se incluyeron aquellas vacas que el productor indic6 que
presentaban signos clinicos referentes a mastitis y a las que se les habian

aplicado tratamientos por periodos prolongados y mostraron poca mejoria.

5.4 Toma de muestras

Se muestrearon 90 cuartos mamarios de 44 vacas afectadas tanto por
mastitis clinica como subclinica, de las cuales 10 correspondieron al establo
Mexicali 1(600 vacas en produccion), 33 al establo Mexicali 2 (36 vacas en
produccién), 37 al establo Tecate (218 vacas en produccion) y 10
correspondieron al establo Ensenada (370 vacas en produccion), se corroboré

la mastitis con prueba de California (CMT).

Las muestras de leche se tomaron siguiendo la metodologia del Consejo
Nacional de la Mastitis (NCM) de los Estados Unidos (2004). Brevemente, se
tomaron de 3 a 5 ml de leche en tubos estériles de polipropileno de 50 ml con
tapa rosca, previa limpieza y desinfeccion del pezon, mediante el uso de
torundas de algodon con alcohol al 70%, usando varias torundas por pezon,

hasta que la ultima torunda de algoddn una vez utilizada no presentoé suciedad.

5.5. Cultivo y aislamiento de las muestras.

Las muestras se analizaron en los laboratorios de biologia molecular y
microbiologia del Instituto de Investigaciones en Ciencias Veterinarias de la

Universidad de Baja California.

Las muestras fueron sembradas en medio agar sangre base Columbia
(CONDA S.A), esto consisti6 en colocar 100 pl de leche, los cuales se
esparcieron con un asa triangular sobre la superficie de una caja de petri con
medio. Una vez sembradas se incubaron entre 24 y 48 horas a 35°C para

observar el crecimiento bacteriano.
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Una vez obtenidas las colonias se seleccionaron aquellas que
presentaron la morfologia tipica del género Staphylococcus, es decir, colonias
de forma circular, convexas, de borde entero y algunas veces pigmentadas,
blanco-grisaceas o doradas y que en agar sangre presentaron el halo de
hemodlisis a 6 B (Gaillot et al.,2000).

5.6 Tincioén diferencial Gram

Se llevo a cabo tincién gram (BD inc.) para determinar su morfologia y
clasificarlas como bacterias ya sea gram positivas 0 gram negativas, este

procedimiento se realiz6, segun Huchin (2009):

Se tomo una colonia bacteriana y se disolvié en una gota de solucion
salina en un portaobjetos, una vez seca la placa se fij6 con la flama del
mechero, en seguida se realiz6 la tincion cubriendo el portaobjeto con cristal
violeta durante un minuto luego se lavd, después se cubrid con lugol durante
otro minuto y se lavo en seguida se decoloré utilizando alcohol-cetona luego se
cubrié con safranina durante un minuto y después se lavo, una vez seca se
coloc6 una gota de inmersién y se observé al microscopio con el objetivo de
100X.

A las colonias identificadas como gram positivas y que presentaron la
morfologia tipica del género Staphylococcus, a saber, cocos en pares, tétradas
0 en racimos, se les realizaron pruebas bioguimicas tales como catalasa,
coagulasa y DNAs a las cuales S. aureus resulta positivo, diferenciandolo asi de

otras especies de Staphylococcus.
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5.7 Prueba de catalasa

Esta prueba se realiz6 de acuerdo a lo publicado por Machado y
colaboradores (2008), se colocé una gota de peroxido de Hidrogeno (H.0,) al
3% sobre un portaobjetos y luego se transfiri6 una porcion de colonia sobre el
H,O, realizdndose una emulsién en la cual se observd desprendimiento de
burbujas de la mezcla indicando con esto que la muestra pertenece al género

Staphylococcus.

5.8 Prueba de DNAsa

Se sembraron las colonias en una placa de medio solido (acumedia) con
DNA y verde de metilo y se incubd 24 horas a 37°C, una vez realizada la
incubacion se agreg6é acido clorhidrico (CIH) a la superficie del medio,
considerandose positivo la formacion de un halo transparente alrededor del
crecimiento del microorganismo con actividad DNAsa, quedando opaco el resto

de la placa (Borraz 2005).

5.9 Prueba de coagulasa

Se realiz6 el procedimiento con algunas modificaciones segun lo
publicado por Borraz (2005), se utiliz6 plasma humano en heparina (BD
Vacutainer), se mezclaron 0.5 ml de plasma con 0.5 ml de cultivo de colonias
puro y fresco enriquecido con medio infusion cerebro corazén (DIFCO), la
mezcla se incubd a 35°C y se leyo a las 2 horas, 4 horas y posteriormente a las
24 horas, considerandose como positivo a S. aureus la formacion de un

coagulo.
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Las colonias identificadas como posible S. aureus se sembraron en caldo
de cultivo Todd Hewitt (acumedia) y glicerol al 4 %, para su almacenamiento a -

80 °C y posterior utilizacion.

Se utilizé la cepa de S. aureus ATCC 33591 como control positivo para

las pruebas realizadas a las bacterias cultivadas.

5.10 Prueba de susceptibilidad antimicrobiana

Para conocer la susceptibilidad de la bacteria hacia diferentes
antibioticos se utiliz6 el método de difusion en multidisco Gram positivos,
utilizando Agar Muller-Hinton chocolate BD Bioxon el cual se preparé de

acuerdo a las especificaciones indicadas en el producto.

Se tomaron de 2 a 3 colonias y se suspendieron en 100 pl de PBS
(Buffer de fosfatos con 137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 10 mM Na;HPO,y 2 Mm
KH2PO,) en un microtubo de 1.5 ml. Se colocaron los 100 pl en el agar Mueller-
Hinton chocolate y se esparcieron en toda la superficie con un asa estéril
triangular, una vez esparcida la mezcla se colocé el multidisco para bacterias
gram positivas (BIO-RAD) que contiene los siguientes antibiéticos: ampicilina 10
Mg, dicloxacilina 1 pg, penicilina 10 U, cefalotina 30 ug, cefotaxima 30 ug,
cefuroxima 30 pg,ceftazidima 30 ug, eritromicina 15 pg, gentamicina 10 g,
pefloxacina 5 ug, tetraciclina 30 pg, trimetoprim -sulfametoxazol 25 pg. Las
cajas se incubaron a una temperatura de 35°C durante 24 hrs y los resultados
se interpretaron como sensible, intermedio y resistente dependiendo de la

medida en milimetros del halo de inhibicién formado.

Se determind la presencia de resistencia a un panel de 12 antibiéticos
por el método de difusion en caja de acuerdo a Ortez (2005), utilizando

multidiscos para bacterias gram positivas (BIO-RAD inc.).
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Los antibidticos y concentraciones utilizados fueron los siguientes:
(ampicilina 10 pg, dicloxacilina 1 pg, penicilina 10 U, cefalotina 30 ug,
cefotaxima 30 pg, cefuroxima 30 ug, ceftazidima 30 ug, eritromicina 15 g,
gentamicina 10 pjg, pefloxacina 5 pjg, tetraciclina 30 pg, trimetoprim -

sulfametoxazol 25 ug).

5.11. Extraccién del ADN bacteriano.

Para la extracciéon de ADN, las bacterias se cultivaron en un medio de
Agar sangre base Columbia (CONDA S.A), a una temperatura de 35°C durante

24 horas antes de la extraccion del ADN.

La extraccion de ADN para efectuar todos los experimentos se realizé
utilizando el kit DNeasy blood & Tissue kit (QIAGEN), se utiliz6 el protocolo
Pretreatment for Gram-Positive Bacteria el cual estd indicado en el DNeasy
Blood & Tissue Handbook (Anexol).

5.12. Identificacion de Staphylococcus aureus mediante PCR (Reaccion en
cadena de la polimerasa).

Se realiz6 la confirmacién por PCR de los aislados obtenidos compatibles
con S. aureus, utilizando la técnica descrita anteriormente por Riffon (2001),
utilizando los oligonucledtidos F- Sau 327 5-GGA CGA CAT TAG ACG AAT
CA-3" y R- Sau 1645 5-CGG GCA CCT ATT TTC TAT CT-3’ los cuales fueron
disefiados de una region especifica de ADN que codifica para el gen 23S

ribosomal, amplificando un producto de 1318pb.

Se utilizé el termociclador iCycler Thermal Cycler (BIO-RAD) para el
proceso de deteccion de S. aureus. Todas las reacciones se realizaron en un
volumen final de 50 pl. La mezcla se conform6 de 1ul (200 ng) de ADN

templado, 1 pl de oligonucleétidos a una concentracion de 25uM, 2 pl de Taq
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polimerasa, 5 pl de buffer 10X (-MgCl,), 1.5 pl de MgSO4 y 1ul de d'NTPs
(desoxirribunucledtidos trifosfatados) a una concentracién de 10mM. Una pre-
etapa de PCR se realiz6 a 94°C durante 2 minutos, seguida de 35 ciclos bajo
las siguientes condiciones: desnaturalizacion a 94°C durante 45 segundos,
alineacion 64.3°C durante 1 minuto y extension a 72°C durante 2 minutos.
Después del ultimo ciclo se llevd a cabo una extension final a 72°C por 10

minutos.

Se analizaron 10 pl de producto de PCR por medio de electroforesis en
gel de agarosa al 1% en TAE 1X (89 mM de Tris (pH 7.6), 89 mM de &cido
bérico y 2 mM de EDTA) y 0.5 pg/ml de bromuro de etidio (SIGMA co). La
electroforesis se corrido a 100 volts durante 1 hora, se utilizd6 1 pl de colorante
azul de bromofenol para cada muestra, 2 yl de marcador de peso Lambda
DNA/Hind Ill para 1000 pb los cuales se diluyeron en 3 ul de agua libre de
DNasa y RNasa. Al terminar el proceso de electroforesis, los geles se
observaron en un transiluminador de luz ultravioleta y se fotodocumenté (UVP
Benchtop Variable Transilluminator M-26V P/N 95-0458-01).

5.13. Genotipificacién mediante la técnica VNTR (MLVA)

Para realizar la genotipificacion a los aislados de S. aureus, se utilizaron
los oligonucledtidos propuestos por Pourcel y colaboradores (2009)
especificamente los diez pares que describen en el panel 1 expuestos en su
trabajo de investigacion, los cuales tuvieron un alto poder discriminatorio en

muestras clinicas.

Para este procedimiento, se modificaron las condiciones de
desnaturalizacion y alineacién hasta obtener mejor amplificacibn que lo
anteriormente reportado. Se utilizé el temociclador iCycler Thermal Cycler de
BIO-RAD. Todas las reacciones se realizaron en un volumen final de 25 pl. La
mezcla se conform6 de 1 ul (200 ng) de ADN templado extraido, 2 pl de

oligonucledtidos a una concentracion de 25 uM, 2 pl de Taq polimerasa, 2.5 ul
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de buffer 10X (-MgCl,), 0.75 ul de MgSQO, para los oligonucleétidos: Sa0122,
Sa0704, Sa2039, Sa0266, Sa1132, Sa1291, Sa1866 y 1.5 yl de MgSO, para los
oligonucledtidos: Sa0311, Sal729 y Sall94 y 0.5 uyl de d'NTPs a una
concentracion de 10mM. El proceso de PCR se realiz6 con tres programas
diferentes, en los cuales se modificaron las condiciones de las temperaturas y
los tiempos en las etapas de alineacion y desnaturalizacion de acuerdo las
condiciones requeridas por cada oligonucleétido, el programa uno (savntrl)
para los oligonucleotidos Sa0122, Sa0704, Sa2039 y Sa0266 se inicid con una
pre-desnaturalizacion a 94°C por 5 minutos, 35 ciclos bajo las siguientes
condiciones: desnaturalizacion a 94°C durante 30 segundos, alineacion a 60 °C
durante 30 segundos y extensién a 72°C durante 45 segundos y una extension
final a 72°C por 10 minutos. Para el programa dos (savntr2) para los
oligonucledtidos Sal132-Sal291, se inici6 con una pre-desnaturalizacion a
94°C por 5 minutos, 35 ciclos bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacién
a 94°C durante 30 segundos, alineacion a 60 °C durante 45 segundos y
extensiéon a 72°C durante 45 segundos y una extension final a 72°C por 10
minutos. El programa 3 (savntr3) para los oligonucleétidos Sal866, Sa0311,
Sal729 y Sall94 se inicié con una pre-desnaturalizacién a 94°C por 5 minutos,
35 ciclos bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacion a 94°C durante 45
segundos, alineacion a 60°C (Sal866 y Sa031), a 53°C (Sal729) y 55.6°C
(Sal194) durante 45 segundos y extension a 72°C durante 45 segundos.
Finalmente se llevo a cabo una final a 72°C por 10 minutos.

Al finalizar el proceso de amplificacién, se analizaron10 ul de producto de
PCR por medio de electroforesis en gel de agarosa (BIO-RAD) al 2% y 0.5
pg/ml de bromuro de etidio (SIGMA co). La electroforesis se corrio en TAE 1X a
100 volts durante 2 horas y 20 minutos. Se utiliz6 1 yl de colorante azul de
bromofenol para cada muestra y 4 ul de marcador de peso Bench Top para 100
pb. Al terminar el proceso de electroforesis, el gel se observd en un

transiluminador de luz ultravioleta y se documenté.



VI. RESULTADOS Y DISCUSIONES

De 90 cuartos mamarios muestreados se aislaron 27 colonias con las
caracteristicas morfolégicas compatibles con S. aureus. A las colonias
obtenidas se les realizd tincion gram, pruebas bioquimicas y se confirmé la
especie por PCR, resultando todas ser S. aureus se muestran algunos
resultados en la figura 2. Los 27 aislados de S. aureus obtenidos
correspondieron a 15 vacas, e interesantemente en tres casos se presentd
coinfeccibn entre S. aureus y otros microorganismos como Streptococcus
dysgalactiae, Staphylococcus agnetis y Staphylococcus succinus sbsp. Casei y
Klebsiella oxytoca. Otros 4 animales mostraron infeccion en la ubre por
Streptococcus  dysgalactiae (2 animales), Staphylococcus Sciuri y
Staphylococcus Chromogenes (1 animal), y Escherichia coli (1 animal) sin estar
infectados por S. aureus. En las 25 vacas restantes no se aislé ningun
microorganismo, lo que sugiere que las causas de mastitis en esos animales
pudieron haber sido por causas no infecciosas o por algin microorganismo que

no crece bien en medio agar sangre como Mycoplasma bovis.
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Figura 2. Identificacion de Staphylococcus aureus mediante PCR.

S. aureus= 1318 pb. M= marcador de peso molecular. Pozos 2-8=
aislados de casos de mastitis, 9= control positivo ATCC 33591, 10-15= aislados

S. aureus, 16= control negativo.



51

Cuadro 5. Porcentajes de vacas infectadas con Staphylococcus aureus y otros

microorganismos

Vacas Vacas con Otro Otras
Establo : Staphylococcu . . Coinfecciones
analizadas microorganismo causas
S aureus
MEXICALI 1 10 2 (20 %) 2 (20%) 0 6 (60%)
14
0,
MEXICALI 2 15 1 (6.6%) 0 0 (93.33%)
TECATE 14 9 (64.28%) 1 (7.14%) 3 (21.42%) 1(7.14%)
ENSENADA 5 0 1 (20%) 0 4 (80%)
TOTAL 44 12 (27.27%) 4 (9.09%) 3 (6.81%) 25(56.81%)

En el cuadro 5 se observa la presencia de S. aureus en los diferentes
establos muestreados vari6 desde un 0% para el establo Ensenada hasta un
64.28% para el caso del establo Tecate, esta variacién puede deberse al bajo
namero de muestras obtenidas en cada establo, sin embargo la tendencia
parece ser clara en cuanto a que cada establo tiene problemas diferentes, lo
cual puede estar asociado al tamafio del hato, condiciones climéticas y a
aspectos de higiene y bioseguridad. En el establo Tecate, el 85.7% de las vacas
muestreadas se vieron afectadas por S. aureus lo que demuestra que este
patdgeno es muy importante en este hato, siendo necesarias estrategias para
controlar su presencia. Para el caso del establo Mexicali 1 el 40% de las vacas
se vieron afectadas por agentes patdgenos, la mitad de ellas por S. aureus, lo
gue sugiere que existen otras causas importantes de mastitis en ese hato por lo
gue se ve la necesidad de realizar mas muestreos y descartar la presencia de
Mycoplasma bovis, asi como identificar que causas no infecciosas pudieran
estar afectando a los animales. Esa tendencia esta aun mas marcada en el
establo Mexicali 2, donde solo se encontré una vaca afectada con S. aureus y

ningun otro microorganismo por lo que habria que determinar las causas de la
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presencia de mastitis en la mayoria de los casos. En el establo Ensenada solo
se pudo identificar una vaca afectada por Escherichia coli, lo cual se puede
deber al bajo numero de muestras analizadas, sin embargo el hallazgo es
importante, ya que algunas cepas de esta especie son muy peligrosas tanto en
animales como en humanos y son una causa de intoxicacion alimentaria por

consumo de leche.

Del total de vacas muestreadas el 56.86% se vio afectada por mastitis
debido a causas que no se pudieron identificar con la metodologia llevada a
cabo, por lo que se deben llevar a cabo mas muestreos con cultivo en
diferentes medios y cuestionarios epidemiolégicos para poder determinar las
causas de todos los casos de mastitis en los hatos muestreados.
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Cuadro 6. Resistencia a antibioticos de los aislados de Staphylococcus aureus

obtenidos de casos de mastitis en los establos muestreados.

Establo | Aislados | ERI | AMPI TSE'I'_V'F PEN | CEF |DICLO| PEF
MEXICALI1 | 2 (7.4% 2 2
(7.4%) 0 0 O | oow) | ooy | © 0
MEXICALI 2 | 1 (3.7%) 0 L 0 - ! 0 -
: (100%) (100%) | (100%) (100%)
24 3 24 24 24
TECATE | 24 (88.9%) | 1(41%) | (10006) | (12.5%) | (100%) | (100%) | (100%) | °©
25 3 27 27 24 1
TOTAL | 27(100%) | 1(3.7%) | 9o6) | (11.1%) | (100%) | (100%) | (88.9%) | (3.7%)

ERI= eritromicina, AMPI= ampicilina; TRIM-SUL= trimetoprim sulfametoxazol; PEN= penicilina; CEF=

ceftazidima; DICLO= dicloxacilina: PEF= pefloxacina.

Una vez aisladas e identificadas las colonias de S. aureus se les realiz
un antibiograma con el método de difusion en caja como se muestra en el
cuadro 6. La resistencia a penicilina y ceftazidima fue la mas frecuente,
presentandose en el 100% de los aislados, seguida de ampicilina y dicloxacilina
para los cuales se presentd en el 92.59% y el 88.88% de los aislados

respectivamente.

En el establo Mexicali 1 los dos aislados obtenidos presentaron
resistencia a 2 de los 12 antibioticos utilizados, en este caso penicilina y
ceftazidima, lo que puede sugerir que el resto de los antibioticos excepto la
dicloxacilina a la que muestran resistencia los aislados de este establo, se
pueden utilizar para tratar infecciones posteriores. En el establo Mexicali 2 a
pesar de solo haberse obtenido un aislado de S. aureus se observé que la
presencia de resistencia a 4 de los 12 antibiéticos utilizados siendo mas
frecuente en los de la familia de los Betalactamicos (ampicilina, penicilina) , uno
de la familia de las cefalosporinas (ceftazidima) y otro mas de la familia de las
quinolonas (pefloxacina), esto sugiere que anteriormente se han utilizado estos

antibioticos en ese establo y pone de manifiesto que ya no son efectivos para
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tratamientos posteriores. En el establo Tecate se pudo observar una
multiresistencia mas extendida, ya que se observl en 6 de los 12 antibioticos
utilizados en la prueba de susceptibilidad, esto puede ser debido a que en este
establo se obtuvieron mas aislados de S. aureus con respecto a los otros, sin
embargo se observo que el total de los aislados obtenidos en este establo son
resistentes a la familia de los antibidticos betelactdmicos utilizados
(ampicilina,peniciina y dicloxacilina) en menor proporcidbn se encontré
resistencia a trimetoprim sulfametoxazol y eritromicina con un 12.5 y 4.1%

respectivamente.

Las diferencias en cuanto a la resistencia de los aislados obtenidos de
diferentes establos, parece deberse al hecho de que los tratamientos para
mastitis y otras infecciones, es también muy diferente en cada uno de los
establos muestreados, variando desde ningun tratamiento o con productos
naturales, hasta un abuso en la utilizaciéon de los antibiéticos comerciales
disponibles, afectando también el hecho de que los antibidticos utilizados para

otras afecciones pueden seleccionar microorganismos resistentes en la ubre.

En el presente estudio también se identificaron los aislados que fueron
sensibles a los antibidticos probados. La cefuroxima y la tetraciclina fueron los
mas frecuentes, presentandose en el 100% de los casos, en tanto la
sensibilidad a cefalotina, gentamicina y trimetoprim sulfametoxazol se presento
en un 96.2%, 88.88% y el 81.4% respectivamente, como se muestra en el

cuadro 7.

El establo Mexicali 1 se observé que los 2 aislados obtenidos son
sensibles a 9 de los 12 antibidticos utilizados, lo que sugiere que pueden ser
antibioticos de primera eleccién para tratar los casos de mastitis que se puedan
presentar. El caso de la eritromicina no se debe utilizar como antibidtico de
primera eleccion ya que muestra una susceptibilidad intermedia. En el establo
Mexicali 2 el aislado obtenido presenta sensibilidad a 5 de los antibidticos
utilizados por lo que son los que se pueden utilizar para combatir los problemas

de mastitis en este establo. En lo que se refiere al establo Tecate existe una



55

sensibilidad a 8 de los antibioticos, principalmente a cefuroxima y tetraciclina a
los cuales el 100% de los aislados fueron sensibles, siguiendo cefalotina con un
95.83%, gentamicina con un 87.5%, trimetoprim sulfametoxazol con un 79.16%,
cefotaxima y pefloxacina 45.83 % y con menor porcentaje esta la eritromicina a
la cual solo 1 aislado de S. aureus fue sensible. Lo anterior muestra que la
opcibn adecuada a utilizar es con los antibidticos de la familia de las
tetraciclinas y aminoglucésidos para el control de la mastitis en este establo,
aunque siempre sera mejor hacer un antibiograma inmediatamente antes del

tratamiento para evitar la aplicacion erronea de tratamientos.

Cuadro 7. Sensibilidad a antibiéticos de los aislados de Staphylococcus aureus

obtenidos de casos de mastitis en los establos muestreados

Establo | Aislados | CEF ERI AMP sTLTL”EA CEFO | CEFU | PEFLO | TETRA | GENTA | DICLO
MEXICALI 2 2 2 2
1 2(7.4%) | 2 (100%) 0 (100%) | 2 (100%) | 2(100%) | ()0 | 2(100%) | oo | 2(100%) | g0,
MEXICALI 1 1
) 1(3.7%) | 1 (100%) 0 0 1 (100%) 0 (100%) 0 (100%) | 1 (100%) 0
TECATE 24 23 1 0 19 11 24 11 24 21 0
(88.9%) | (95.83%) | (4.1%) (79.16%) | (45.83%) | (100%) | (45.83%) | (100%) | (87.5%)
TOTAL 27 26 1 2 22 13 27 13 27 24 2
(100%) | (96.29%) | (3.70%) | (7.40%) | (81.48%) | (48.14%) | (100%) | (48.14%) | (100%) | (88.88%) | (7.40%)

CEF= cefalotina; ERI= eritromicina; AMPI= ampicilina; TRIM-SUL= trimetoprim sulfametoxazol; CEFO= cefotaxima;

CEFU=cefuroxima PEFLO=pefloxacina; TETRA=tetraciclina; GENTA=gentamicina; DICLO= dicloxacilina.
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Cuadro 8. Resultados de VNTR de los 27 aislados de Staphylococcus aureus.

ESTABLO

NOMBRE DEL OLIGO

Sa-0122 ‘ Sa-0266 ‘ Sa-0311 l Sa-0704 l Sa-1132 | Sa-1194 | Sa-1291 ‘ Sa-1729 ‘ Sa-1866 ‘ Sa-2039

MEXICALI 1

NUMERO DE REPETICIONES

87

MEXICALI 2
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3556
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1012D

1047 Al

1047 B

1047 C

1098 A

1098 B

1103 B

1103 D

1111 A

1111 B

1111 D

1120 B

1125 A

1125 B

1125 D

5808 A

o oo oo oo oo o0 [ oo o | | | | | (d [0 [0 [0 (o

5808 D

=
o

728 A

745 C

745 Db

988 D

N NN NN NN NN NN N NN NN NN NN NN NN

0 | |0 [0 | | [0 [ [ [0 [0 [0 [0 (O [0 (0O (0O |00 (00O |00 |00 |00 |00 |00

W W (W (W (W (W W W W W W W W W w ww | Ww | w|w | |w W lw w

B £ N I I~ I S I~ I~ N N OO I S £ T I S I I~ I~ KOV - ¥ - ¥ S o
o o o o oo |0 oo [ [ [ [ [ [0 [0 U1 [ [ [ [OO |[OO | |OO |01 |O

o o (oo (o

o (o0 (o0 (o0 [~ OO0 |1 |0 |07 |1 |Oo1 |Oo1 (ol (o (on (o1 (ol o1 jOo1 o1 o1 (o o (Ol

NN (NN N N NN NN NN (NNNNNIN NN NN NN

W W (W (W (W (W W W W W W W W Ww www|w|w|w | |w W lw w

NN INNCIN (NN N NNNNNNIN NN N NN NN NN

ATCC 33591

~

o))

w

N
N
w

[EnY

[EnY

w

N




57

Se llevo a cabo la genotipificacion por VNTR (MLVA) de cada uno de los
27 aislados obtenidos para los 10 loci previamente descritos por Pourcel y
colaboradores (2009), observandose en el cuadro 8 el niumero de repeticiones
por loci por aislado y en la figura 3 el dendrograma obtenido al analizar los
datos de la tabla en el programa Phylip y graficarlos en el programa Treeview.

En total, se lograron identificar 8 cepas diferentes en los tres establos en
que se aislé S. aureus. Una cepa en el establo Mexicali 1 y otra en el establo

Mexicali 2, en tanto se identificaron 6 cepas diferentes en el establo Tecate

Se observd claramente que los aislados de diferentes establos son
genotipicamente también diferentes, lo que puede posteriormente ayudar a
inferir el origen de nuevos casos de mastitis ya que si un animal presenta una
cepa no emparentada con las demas que estan circulando en un establo, se
puede deber a la entrada de un nuevo genotipo en el establo proveniente ya
sea de un trabajador, ganado nuevo, alimento contaminado (Wolter et al.,
2004), animales de compaifiia o fauna silvestre. Asi mismo se observo que los
diferentes genotipos presentes en el establo Tecate estan emparentados entre
si, lo que sugiere que S. aureus esta presente desde hace mucho tiempo en el
establo aumentando su diversidad, pero por otro lado parecen tener todos los
aislados un mismo origen, lo que sugiere que la infeccién por S. aureus en el
establo ocurrié en principio por una sola cepa que divergi6é con el tiempo. Lo
anterior es muy importante ya que sugiere también que no se han logrado
controlar las infecciones por S. aureus en hatos de la region, y mas aun, solo se
ha propiciado la existencia de una mayor resistencia a los antibiéticos, por lo
gue se hacen necesarias nuevas estrategias de prevencion y control, asi como
productos antimicrobianos y servicios de diagndstico, para disminuir los casos

de mastitis por S. aureus en la region.



i

Tecate

Mexicali 1 \%

L\ ATTC 33591
Mexicali2 |

MXL2-1

Figura 3. Dendrograma de 27 aislados de S. aureus utilizando 10 loci (Sa-0122,
Sa-0704, Sa-2039, Sa-0266, Sa-1132, Sa-1291, Sa-1866, Sa-0311, Sa-1729 y

Sa-1194). La cepa ATCC 33591 se incluyé como referencia. Se lograron
diferenciar 8 cepas diferentes en 3 agrupaciones.
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VIl. CONCLUSIONES

El patdgeno mas frecuente encontrado en casos de mastitis en los hatos
estudiados fue Staphylococcus aureus, por lo que los esfuerzos para controlar
la mastitis deben ir dirigidos principalmente contra este patdégeno, aunque
también es importante mejorar el manejo de los animales en la ordefia para
disminuir los casos de mastitis no infecciosa ya que se observaros deficiencias
en las préacticas de ordefio de acuerdo a SAGARPA (Manual de la Secretaria de

Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion).

Los diferentes patrones de resistencia a antibioticos de los aislados de
S.aureus obtenidos, dan a conocer que existe una multiresistencia de los
mismos, principalmente provocada por el uso inadecuado de antimicrobianos,
ya que segun informacién de los mismos establos, éstos se utilizan para
diferentes problemas de salud y no solamente como tratamiento sino como

preventivo.

Se identificaron 8 cepas diferentes de S. aureus en los establos en
estudio, las cuales pertenecen a tres grupos genéticos, cada uno perteneciente
a diferente establo, lo cual nos indica que una vez presente en un establo,
permanece largo tiempo pasandose de animal en animal dentro del mismo
establo y divergiendo genéticamente, por lo que es importante llevar a cabo
programas de prevencién y control tendientes a disminuir y controlar la

presencia de S. aureus tomando en cuenta la informacion genética generada.

Los datos obtenidos en el presente estudio muestran que S. aureus
multirresistente es comun en la regién y que la diversidad genética es baja
dentro de un establo pero alta al comparar diferentes establos, por lo que los
tratamientos y las practicas de manejo deben mejorarse en funcion de la

informacion generada por este tipo de estudios en cada establo.
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ANEXO 1

Extraccion de DNA total a partir de colonias de S. aureus

>

En un tubo eppendorf agregar 180 ul de Buffer de lisis (20 mM de Tris-
HCL, Ph 80, 2 mM de EDTA, 1.2% Triton X-100 y 200 ug de
lysostaphin/ml), colocar la colonia bacteriana utilizando un asa estéril de
plastico y mezclar mediante vortex, luego agregar 10 uyl de enzima

lisostafina (se agrega dentro de la campana y con el mechero apagado).

Nota: en este paso para ahorrar enzima lisostafina se pueden utilizar 5 pl

de lisostafina en 100 pl Buffer de lisis y continuar con el siguiente paso,

después de incubar agregar 95 ul de agua grado molecular libre de DNasa y

RNasa para obtener 200 pl totales y continuar con el protocolo.

>
>

Incubar la mezcla a 37°C durante 1 hora.

Agregar 20 pl de proteinasa Ky 200 ul de Buffer AL, mezclar por medio
de vortex durante 5 segundos.

Incubar a 56°C durante 30 minutos.

Agregar 200 pl de etanol al 96 o 100 % y mezclar por medio de vortex
durante 5 segundos.

Extraer la mezcla y colocarla en una columna y centrifugar a 8000 rpm
durante 1 minuto y desechar el tubo con el producto obtenido.

Colocar la columna en un tubo nuevo y agregar 500 pl de Buffer AW1 y
centrifugar a 8000 rpm durante 1 minuto, desechar el tubo con el
contenido obtenido.

Colocar la columna en un tubo nuevo y agregar 500 pl de Buffer AW2 y
centrifugar a 14000 rpm durante 3 minutos, este paso se realiza 2 veces

para secar bien la membrana de la columna (el producto obtenido se
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elimina del tubo de coleccion y se vuelve a colocar la columna para ser
centrifugado de nuevo).

La columna se pasa a un microtubo y se deja abierta de 2 a 4 minutos
para eliminar el etanol.

Se agregan 150 pl de agua grado molecular libre de DNasa y RNasa y
se deja a incubar a temperatura ambiente durante 2 minutos, luego se
centrifuga a 8000 rpm durante 1 minuto, este paso se realiza 2 veces (se
extrae el producto obtenido y se vuelve a colocar en la columna para ser

centrifugado de nuevo).



