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RESUMEN

La mastitis es uno de los principales problemas que afecta a nivel
mundial la industria lechera, y en particular a los productores de leche.

A pesar de los importantes avances de l|a ciencia en medicina
veterinaria, la mastitis bovina constituye uno de los factores negativos
para la obtencion de leche de buena calidad, y para la eficiencia en la
produccidon de leche en la mayoria de los establos de México y el mundo.
Entre los diferentes microorganismos causantes de mastitis el
Staphylococcus aureus, se considera como uno de los principales
agentes patégenos que causan la enfermedad. El objetivo de la
presente investigacién fue identificar y tipificar S.aureus como agente
causal de mastitis bovina, mediante pruebas bioquimicas y genéticas.
Se muestrearon 300 vacas de las cuales fueron aisladas 70 cepas de S.
aureus de leche de vacas con mastitis clinica y subclinica de cuatro
establos de Pueblo Viejo, municipio de Zapotlanejo regién centro de
Jalisco. Se determino el perfil y polimorfismo genético mediante PCR,
con primers de los genes Spa. vy Coa. Se usaron dos cebadores
diferentes, mediante la técnica de PCR. Los resultados fuerdn
uniformemente positivos para los segmentos de! gen gque codifica una
parte especifica del S.aureus, Especificamente codifican para la
coagulasa (coa} y la proteina A (Spa). Todas las cepas investigadas
fueron positivas al polimorfismo, y fueron detectadas en un numero
variable de aislamientos. Pudieron ser observadas diferencias
significativas entre cepas de S. aureus aisladas de casos de mastitis
clinica y subclinica, en la distribucién del tamafio del amplicon para el

gen Coa y para el segmento codificador de la region X del gen spa
respectivamente,




2.0. [INTRODUCCION

2.1. Produccion de leche a nivel mundial .

Existen paises con una clara tendencia a incrementar los
volumenes de produccién y no solo abastecerse, sino también proveer de
este productoc a otras naciones. Las principales esferas mundiales
productoras de leche se localizan en Europa Occidental con una
participacion del 27%, seguido por América del Norte con el 19%, Asis
con el 16%, Sudamérica con el 8%, Africa con el 3%, Australia con el 2%
y el resto de paises con el 25%. (Gréfica. 1), (FAOQ 2004).

~._ Grafical: Estructura Porcentual de la Produccion Mundial de Leche.
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De estas zonas lecheras, muchos paises se dedican no solamente
al autoabastecimiento, sino también a ia venta del excedente producido
en sus respectivos paises, y que se encuentran ya consolidados en el
mercado internacional, los altos aranceles protegen su produccién e

impiden el ingreso del mismo producto por parte de ofros paises.



Es por ello que sélo el 6% de la oferta mundial de leche es
accesible al mercade mundial y los principales paises que intervienen en
el comercio internacional son Australia, Nueva Zelanda, Union Europea y
Estados Unidos (Grafica 2), (FAO 2004).

Grafica 2. Participacién del mercado del comercio mundial de Leche.
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Dinamarca, Alemania y Austria son los paises lideres en Europa en
ta produccién de leche. Dinamarca es el pais con 20.5%. Seguido de

Alemania con el (12%) y Austria con el 9% (Schelhaas et al., 2000).

De los ingresos totales de ventas en la unién europea, la leche
tiene una proporcién del 26% (15.6 billones de Euros). Los dafos
ocasionados por la mastitis se han calculado entre 150 y 200 Euros por
vaca por afio. Esto representa para los ganaderos alemanes una

perdida anual de 740 a 2,000 millones de euros {Wolter et al., 1999).

En Estados Unidos las perdidas econdmicas por mastitis son de



$225 dolares por vaca al afno. Representando perdida anual del 64%,
Francia tiene el porcentaje mas alto con un 70.3%, lsrael estima una
perdida de 130 dolares por vaca por afio con un 20% de descarte de
vacas por disminucion en la produccodn (Seddek et al., 2001).

En Latinoamérica las perdidas econdmicas por mastitis son de
1.700 a 2000 pesos promedio por vaca anuales. Representando 7.400 a
10.000 millones de pesos (FAO 2004).

En el caso del estado de Hesse en Alemania, Holanda y los
Estados Unidos los problemas de mastitis es la segunda causa mas
comuln en la eliminacién del 19.4% de las vacas lecheras { Wolter et al.,

1999). En Latinoamérica el 26.5% (Castafeda et al.,2004).

2.2. Produccién de leche en América Latina.

Podemos decir que el principal'productor de leche es Colombia
con mas de 5,300.000 ioneladas por afio. Venezuela y Ecuador con un
poco mas de 1,300.000. E! Perd con 1,100.000. toneladas y finalmente
Bolivia con 230.000 toneladas anuales(FAQO 2004).

Estas investigaciones aplicadas a la ganaderia en México
representan altos costos econdmicos por causa de mastitis clinica y

subclinuica. Con un costo de 1,150 a 2.500 pesos por vaca anual (FAC
2004).

Actualmente la produccién de leche bovina es muy heterogénea
desde el punto de vista tecnolbgico y socicecondmico. Se clasifican
cuatro tipos de sistemas de produccidon: el especializado, que contribuye
con el 50%, el semi-especializado con el 21%, el de doble propédsito con
el 28%, vy et familiar o de traspatio, con el 9% ( Kloppert et al;2004.
Castaneda et al,. 2004).



2.3. Produccidon de leche por entidad federativa.

El sistema especializado aporto el 51% de esta produccion, la cual
en su mayor parte es bajo sistemas semi-intensivos gque han llevado al
uso de sustancias gquimicas, hormonas y antibiéticos que han aumentado

la producciéon a un elevado costo para la salud y el ambiente
(INEGE,2004. NMC.2004).

Dentro de la Republica Mexicana, la produccién de leche por
entidad federativa se concentra en el estado de Jalisco, que aporta el
14.9% del total nacional; le siguen el estado de Durangoc con 9.96%,

Coahuila con 9.47%, Chihuahua con 8.38%, Guanajuaio con 7.68% vy
Veracruz con

(6.36%) del total nacional; en conjunto contribuyeron con 3,530.6

millones de litros gue representa el 56.7% de la produccién total del
pais,(Grafica 4), ( FAO, 2004).

Grafica 4. Produccién de leche por entidad federativa.
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2.4. Produccion de leche por regidn en Jalisco.

La produccidén de leche en Jalisco, en el 2004 fue de 1,712.547
litros,. Region |I. Norte 28.480 Litros que corresponde a el (2%). Regidn
II. Altos Norte 557.437. Litros el (32%). Region . Altos Sur 479.423
Litros el (28%). Regidén IV. Ciénega 266.111 Litros el (16%). Regidon V.
Sureste 35.938 Litros el (2%). Region VI. Sur 93.906 Litros el (5%).
Regidén VII. Sierra Amula 19.375 Litros el {1%). Regidén Vill. Costa Sur
9.411 Litros el (1%). Region IX. Costa Norte 8.348 Litros el (0%).
Region X. Sierra Occidente 14.987 Litros el (1%). Regién Xl. Valles

42.874 Litros el (3%). Region Xl Centro 156.256 Litros el (9%). (Grafica
5), (INEGI. 2004).

Grafica 5. Produccién de leche en Jalisco por regién. (INEGI. 2004).
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2.5. Produccidn de leche de ta zona centro de Jalisco

La ganaderia en la produccidén de leche es la principal actividad

del sector agropecuario de ia regidn centro y una de las mas importantes



del pais. De las 995.438 vacas lecheras inventariadas en el estado de
Jalisco durante el afio 2004 aproximadamente el 16% se explota en la
region centro con 162.994 vacas que aportan el 9% de la leche que se
produce en el estado (SAGARPA,2004. INEGI|.2004).

La produccién de leche en la regién centro, en el 2003 fue
de156.256 litros, de tos cuales Acatlan de Juarez aporta 7.488 litros que
corresponde a el (5%). Cuguio con 3.423 litros a el (2%), Ixtlahuacan de
tos Membrillos con 8.034 litros a el (5%), Ixtlahuacan del Rio con 6.368
litros a el (4%), Juanacatlan con 5.904 litros a el (4%), EIl Salto con
4.519 litros a el (3%), San Cristéobal con 4.347 litros a el (3%),
Tlajomulco de Zufiga con 14.871 litros a el (10%), Tlaquepaque con
3.668 litros a el (2%), Tonala con 7.991 tlitros a el , (5%), Villa Corona
con 2.693 litros a el (2%), Zapopan con 41.815 litros a el (27%),
Zapotlanejo con 45.036 litros a el (28%). (Grafica 8), (INEGI|.2004).

Grafica 6. Produccién de Jleche en la regién centro de Jalisco
(INEGI1.2004).
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2.6. Situacion geografica de la regidn centro de Jalisco

La region centro se localiza en la altiplanicie jalisciense y de
acuerdo a su orografia se puede situar en la porcién media central y de
los altos. Formando parte de la comarca central del valie de Tepatitlan.

Entre los 20°25°02°" de latitud norte y los 103°05'24"" y de longitud
peste,

2.7. Zapotianejo.

Su nombre significa “lugar de zapotes”antes de la llegada de los
espafioles estuvo habitada por tribus tecuexes, que se establecieron
alrededor del affo 1218. en 1530 fue conquistada por Cristébal de Ofiate,

y en 1824 designada capital del departamento de Tonaléa (Jalisco).
2.7.1. Descripcién Geografica

Se localiza al oriente del estado, en las coordenadas 20°27°32" a
los 20°47'40" de latitud norte y de los 102°52'20" a los 103°17'05" de
longitud oeste, a una altura de 1.596metros sobre el nivel del mar a 5
kKildmetros de la izquierda del rio Calderén.

Detlimitacion
Limita al norte con los municipios de Ixtlahuacan del Rio y Cuquio;
al sur con Juanacatlan y Zapotlan del Rey; al oriente con Tototlan,

Tepatitian y Acatic y al poniente con Juanacatian, Tonald y parte de
Guadalajara.

Su extensidn territorial es de 6843.02 Km?2

Datos Fisicos

Geologia.- los terrenos del municipio pertenecen al periodo
Cuaternario.

Topografia.- este municipio estd formado basicamente por
derivaciones de la Sierra Madre QOccidental. Su porcién central es un

amplio corredor con alturas entre 1.500 y 1.700 metros sobre el nivel del



mar. Las alturas inferiores a 1.500 metros sobre el nivel del mar se
encuentran formando las barrancas por donde corren los rios Verde vy
Santiage. Las alturas superiores a 1.700 metros se ubican de la
siguiente manera: los cerros Colorado y la Verdolaga (1.870 y 1.750
metros, snm, al noreste del municipio; en la zona centro-este, se
encuentran algunas elevaciones con alturas ligeramente superiores a los

2.000 metros; y la zona sur, en donde se ubica el cerro Grande con
2.700 metros sobre el nivel del mar.

Clima

El clima del municipio es semiseco con invierno y primavera secos
y semicalido, sin estacion invernal definida. La temperatura media anual
es de 19.8°C y tiene una precipitacion media anual de 945.3 milimetros,
con régimen de lluvias en los meses de junio, julio y agosto. Los vientos

dominantes son en direccidn sureste. El promedio de dias con heladas al
afio es de 3 ( INEGI JAL.2004).

Hidrografia

Existen los rios Calderdén, Santiago y Verde; los arroyos
Zapotlanejo, La Laja, Paso del Lobo, Agua Caliente, San Agustin, Pila
Colorada, Chilares vy Robaderas, entre otros. Cuenta ademas con las

presas "La Joya®, "Elias Gonzalez Chéavez”, "Partidas” y numerosos
bordos secundarios.

Suelos

Este municipio esta clasificado como agricola, ganadero, avicola y
apicola; en sus alrededores se cultiva cafla de azlcar, cacahuate,
tegumbres y tabaco. Sus principales actividades productivas se, se

concentran en la pesca, mineria y en la cantera, Su artesania se basa

en la confeccidén de prendas de vestir deshiladas.

Recursos Naturales

La riqueza natural con que cuenta el municipio estad representada

por 4,700 hectareas de bosque, donde predominan especies de encino,



pino y madrofio, principalmente. Sus recursos minerales son yacimientos

de marmol, cantera, grava, arena, arcilla y piedras de construccion.

Uso del suelo

La mayor parte del suelo tiene un uso pecuario. La tenencia de la

tierra en su mayoria corresponde a la propiedad privada (INEG!.2004.
SNIM.2004).

2.8. Definicidén de la Mastitis.

El termino mastitis se refiere a la inflamacion de la glandula
mamaria sea cual sea su causa. Este termino deriva del griego "mastos”
mama e “itis”, inflamacién, la enfermedad puede ocurrir en cualquier
mamifero, de mayor frecuencia e importancia en la vaca lechera, ya que
produce cambios importantes en la composiciéon de la leche y disminuye
la produccidn lactea ( Bedolla et al.,2004).

La mastitis es una respuesta a una inflamacidon inespecifica en la
ubre de la vaca, es comun a causas de tipo bacteriana, cambiante con el
tiempo, de distinta variedad, duracién de acuerdo al tipo y concentracion
de desafio bacteriano. La inflamacién e infeccién son eventos
relacionados, pero no necesariamente presentes en forma simultanea y

cada uno con su dinamica propia de evoluciéon ( Alvarez et al.,2001.
Castellanos et al., 2001).

La mastitis bovina, es por definicion patoldgica, la respuesta
inflamatoria de la glandula mamaria a2 una agresidén externa o interna

que desencadene el complejo mecanismo de base humoral y celular gue
la constituye (Alvarez et al.,2002).

La mastitis bovina a menudo es crénica, es importante que se
identifiquen rapidamente los nuevos casos clinicos para que se controle
fa infeccion en el hato lechero (Field et al.,2003).
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Este conceptoc no debe de perderse, ya que las diferencias vy
similitudes que implica la colonizacion bacteriana del canal del pezén,
infeccion establecida y la respuesta inflamatoria comoc mecanismo de
defensa de las estructuras en ambos casos pertenece al 70-80% de los
casos de mastitis son de naturaleza bacteriana, las que provocan

mayores pérdidas en la ganaderia lechera { Romero et al.;2004.).

Sin embargo, el 20-30% restante,. es no infecciosa; lesiones
traumaticas, disturbios secretorios de base metabdlico-nutricional,
situaciones de estrés, cambios fisiclégicos asociados con una regidén
temprana del epitelio secretor de la ubre; o el numero de bacterias
infectantes eliminadas en la leche es tan baja que no puede'n ser
detectadas al cultivo bacteriano o el cuarto a eliminado rapidamente el
estado de infeccién, permaneciendo por dias o semanas en estado de

reaccion, inflamatoria, con el niUmero de células soméaticas de |la leche (
Wolter et al.,1989).

Esto, unido al hecho de las causas multiples bacterianas, con los
diferentes mecanismos de infeccién, la epidemioleogia, grado y duracidn
de la reaccidén inflamatoria de acuerdo a la bacteria actuante, la
colonizacion transitoria del canal del pezdédn - considerada como una

infeccion latente o en estado subclinico y como una infeccién activa
(Bedolla et al.,2004).

Con ello se promueve una accion infiamatoria iocal de baja
intensidad pero suficiente para elevar el conteo de células somaticas en
la muestra de leche, en los ultimos afios ha guedado demostrado el
caracter dinamico de las colonizaciones del canal del pezén, de las
infecciones intramamarias. Por trabajo de muestreo continuo, midiendo
tanto parametros de reaccién inflamatoria como aislando e identificando
las bacterias actuantes, las colonizaciones del canal del pezdn, las
infecciones subclinicas de corta duracién, que probablemente sdlo

implican la colonizacién de los tejidos del canal y/o la cisterna del pezdn
(Casteltanos et al., 2001).
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La transmisiéon de esta enfermedad es de un animal enfermo a un
sano por medio del ordefiador. Las pezoneras de la maquina

ordefiadora, moscas, estiércol de los corrales (Rosas et al.,1992).

2.8.1. Factores predisponentes.

Facilitan la entrada del microorganismo o disminuye Ila
resistencia del animal al crecimiento bacteriano desencadenando et
proceso inflamatorio:

-Golpes, pisadas, heridas, cuarteaduras, mordiscos de la cria al
mamar ( Edgen et al.,1985).

-Ordefio inadecuado por alteraciones excesivas en el vacio, por
sobre ordefio o por ordefio incompleto (Ensminger et al.,1991).

-Deficiente higiene de los implementos de ordefio, especialmente
pezoneras (Wyest et al.,1982).

-Condiciones de cliima y alojamiento inapropiados (Holstein. 1989).

-Alimentacion mal balanceada y trastornos metabédlicos (Wyesf{.
1982).

-Factores genéticos relacionados con el tamafio y la forma de los

pezones y ligamentos superiores de la ubre (Reaves et al.,1985).

‘Clasicamente, los patégenos de la mastitis han sido divididos en
organismos contagiosos y ambientales (Cuadro 3 ); en base a su
asociacidon epidemiolégica con la enfermedad y a su productividad de
causas la infeccidn oportunista, persistente 0 transelnte,

respecti\)amente { Bradley et al., 2001., Riffon et al;2001., Rossitto et
al; 2002,).

Segun ( Riffon et al.2001), las bacterias responsables de la
mastitis bovina, tambien pueden ser clasificadas como contagiosas y
ambientales, dependiendo de su reservorio primario y el ambiente contra

el cuarto de la glandula mamaria infectada (Figura 1).
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Los patdgenos contagiosos de primera importancia incluyen al
Staphylococcus aureus. Streptococcus agalactiae, Corynebacterium spp,
y Micoplasma spp. (Riffon et al;2001., Rossitto et al; 2002, Djabry et
al.,2002). Son organismos transmitidos de vaca a vaca donde el
reservorio primario que alberga los patéogenos es el animal infectado o el
cuario de la ubre (Rossitto et al; 2002, Zadoks et al 2001), y la
exposicion de los cuartos mamarios no infectades se restringe al

proceso de la ordefia ( Bradley et al., 2001., Zadoks et al 2001 ., Zadoks
et al 2002).

2.9. Anatomia de la Glandula mamaria, fisioclogia de la lactacion y el
reflejo de eyeccidon de la leche.

La ubre es un cuerpo giandular, el cual sirve para la nutricién del
becerro y consta de cuatro cuartos, cada cuario presenta una unidad.
Ello da como resuitado que la enfermedad mastitis puede estar
confinada a un cuarto, cada cuarto de la ubre consta del cuerpo
glandular y el pezén, la cisterna de la glandula, los canales lacteos y los

alvéolos con un espesor de 0.1 mm en promedio en donde se produce la
leche (Sisson et al.,1986).

La tactacién se mantiene a través de la regulacién hormonal. La
hormona somatotropa (STH) es la hormona galactopoyetica mas
importante en fa vaca. Mediante la inyeccién de esta hormona puede ser
aumentado claramente el rendimiento lacteo de la vaca. Otras hormonas
gue también son importantes para la secrecion de la leche son las
hormonas esteroides, estrégenos, progesterona, prolactina,

glucoesteroides y la oxitocina (Frandson et al.,1994).

Con él termino eyeccidon de la leche se entiende la salida activa, la
conduccién de |la leche alveolar de la porcion alveolar a la cisterna de la

ubre. Esta se inicia mediante la contraccion del micepitelio gue rodea al

alveolo,
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La eyeccién de la leche es un proceso de expulsién, que se puede
también denominar “disparo” de la leche. La eyeccidn de la leche es el

resuitado de un reflejo involuntario neurohormona! que abarca l!os
siguientes procesos:

1.- Estimulacion de los receptores a la pared del pezon mediante;

succion, masaje o estimulo de la ordefia y la transformacion del

estimulo en un impulso excitatorio.

2.- Transmisién de la excitacién de las vias aferenies nerviosas y
al hipotalamo.

3.- Liberacién de ta hormona oxitocina, la cual se forma en el
nicleo paraventricular y supraoptico y por transporte axonal se

almacena en la hipofisis posterior y de ahi se libera en la sangre.

4 .- Transporte de la oxitocina de la sangre al miocepitelio de los
alvéolos.

5.- Contraccion de las células mioepiteliales por efecto de la

oxitocina con los receptores oxitocinegicos.

6.- La leche alveolar con esto es presionada de |la parte alveolar a

la porcién cisternal alcanzando una presién intra mamaria de 1-4kPa
(Castafeda et al., 2004).

2.9.1. Aleraciones mas importantes de la leche.

La mayor parte de los consumidores aprecian la calidad de la leche
de cualquier producto por su sabor; la leche no es una excepcion. Los

sabores que se encuentran mas a menudo en la leche son:

Sabores de alimentos y melazas. Altas concentraciones en la dieta.
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Sabor de 6xido. Se ha descrito como sabor a cartdén. Algunas de las

causas de este fendmeno son: la contaminacién metalica.

Sabor rancio. Es causado por una descomposicién de la grasa, que

libera acidos de fuerte sabor, por la enzima lipasa.

Sabor a establo. Los estables sucios, una mala ventilacion, la falta

de higiene en el ordefo.

Sabor salado. Un gusto salado, gue préacticamente anula su sabor

algo dulce. Proveniente principalmente de vacas con mastitis.
Sabor a malta. Se debe principalmente al alto namero de bacterias,

Sabor &cido o agrio. Es producido por una cantidad elevada de
bacterias por ia perdida del enfriamiento.

Sabores extrafos. Proceden de agentes medicinales ¥
desinfectantes ( Ensminger et al.,1977).

Cambios de color, Presencia de coagulos, lIncremento de las

proteinas de la sangre y leucocitos en el tejido mamario ( Holstein.
2004., Castafieda et al., 2004).

Cuadro 1. Cambios en la composiciéon de la leche ocasionados por la

mastitis.
Parametro Cambio Causa

Lactosa Disminucion

Caseina Disminucién

Proteinas del suero Aumento Disminuye la sintesis Pasan

Cloruro Aumenio de la sangre

Sodio Aumento

pH Aumento FPaso de las sustancias
alcalinas a la sangre
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2.10. Causas bacterianas de la mastitis.

Dentro de estas, muchas son consecuencia directa del mal manejo
e higiene de la ordefia. En realidad no son las bacterias sino sus
toxinas, las que producen la respuesta inflamatoria. La inflamacién
persistente ocasiona dafios en los tejidos y el reemplazamiento de
células secretoras de la ubre con tejido conectivo no productive (o de
cicatrizacion), ésta perdida de tejido reduce la produccidn de leche
(Castaneda et al. 2004).

Bacterias involucradas en mastitis (Cuadro 2)

uberis.
agalactiae.
dysgalactiae.
Streptococcus: zooepidemicus
fecalis
pneumoniae

pyogenes.

aureus
epidermidis
citreus
Staphylococcus: albus
intermedius
saprofiticus

pyogenes

Escherichia coli

Proteus mirabilis
Enterobacterias: Salmonella parathyphi “a’
Enterobacter aglomerans

Klebsiella pneumoniae
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pyogenes
Corynebacterium: hemoliticum

pseudotuberculosis

bovigenitalium

Mycoplasma: agalactiae var. bovis
fortuitum
Mycobacterium: truberculosis

Pseudomona aureoginosa.

Sphaerophorus necrophorus.

Pasteurelis multocida.

Brucella abortus.

Nocardia sp.

Cryptococcus neofermans
Levaduras: Candida albicans

Trichosporum sp.

2.10.1 Los patdgenos contagiosos de la mastitis.

El Staphylococcus aureus 'y Streptococcus agalactiae son
infecciosos a nivel individual y a nivel de poblacion (Nash et al.,2002),
Han sido reportados bajo control en los hatos lecheros a través del uso
de practicas de manejo que utilizan la desinfeccidn de las tetas
después de la ordefia, terapia de la vaca seca, desecho, mantenimiento
del equipo de ordefio, y terapia antibiética de las infecciones

intramamarias (Zadoks et al 2002).
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A pesar de que la mastitis por organismos contagiosos
(especialmente Streptococcus agalactiae) ha sido disminuido por
mejoramiento en el manejo, las perdidas econdmicas debido a la
enfermedad pueden continuar porque los organismos causales no pueden
ser erradicados del medio ambiente de las vacas lecheras (Field et
al.,2003. Nash et al.,2002).

Los patdégenos ambientales a diferencia de los contagiosos son
transmitidos entre las ordefias con el ambiente que sirve como la fuente
primaria de est{os organismos. Los patdgenos principales es este grupo
son los bacilos entéricos Gram-negativos (Escherichia coli, Klebsiella
spp,\ etc.}, Sireptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis , vy
Enterococcus spp. ( Oliveiro, 2002. Rossitto et al; 2002).

La mastitis ocasionada por patégenos ambientales es el principal
problema que afecta a muchos hatos lecheros bien manejados, que
aplican un programa de control de los patdégenos contagiosos de la
mastitis (Calvinho et al.,1998. Phuektes et al.,2001).

Debido a que en la actualidad estos patégenos no han sido bien
controlados por los métodos arriba mencionados, ahora estan surgiendo
como Jla c¢ausa mas frecuente de mastitis en muchos hatos,
particularmente bien manejados, hatos con bajo conteo de células
somaticas (<200,000/ml) . (Rossitto et al; 2002).
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Cuadro 3. Principales agentes patdogenos causantes de la mastitis
bovina.

Tipo de microorganismos.

Contagiosos Staphylococcus aureus
Streptococcus agalactiae
Streptococcus dysgalactiae
Mycoplasma spp
Corynebacterium bovis
Corynebacterium spp.

Ambientales Streptococcus no-agalactiae
Streptococcus dysgalactiae
Streptococcus uberis.

Entercbacterias Escherichia coli
Klebsiella spp
Enterococcus spp.

Tradicionaimente, los agentes mas comunes causanies de |Ia
mastitis también han sido clasificados como patéogenos mayores Y
menores segun el grado de inflamacién que estos producen en la
glandula mamaria . (Ariznabarreta et al.,2002).

Los patdogenos mayores son definidos como los patdgenos
responsables, la mayoria de las veces, de las mastitis clinicas o de
fuertes respuestas inflamatorias (Ariznabarreta et al.,2002). Conteos
elevados de <células somaticas en la leche y comprenden al
Stéphylococcus aureus, Streptococcus (uberis, agalactiae, dysgalactiae),

(Arcanobacterium pyogenes y coliformes ( White et al.,2002. Djabri et
al., 2002. Boulanger et al., 2003).

lLos patdégenos menores son definidos como los patdgenos que
infectan la glandula mamaria, causando conteos moderados de células
somaticas, pero en Ilo general no causan signos clinicos. Estas
infecciones, son especialmente frecuentes, debidas sobre todo a otros
Staphylococcus (principalmente S. chromogenes, S. hyicus, ©G.
epidermidis, y S. xylosus) o por Corynebacterium bovis vy

Micrococcaceae coagulasa-negativos (White et al.,2002. White et
al.,2002. Djabri et al., 2002).
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2.10.2 Fuentes de microorganismos causantes de la mastitis bovina

Maguina e ordefic Ubre infectada
; Staphylocoons aureus Sfaphty/ococrw auf;e:ge
J\ Streptococcus agalactiae Streptococcs aga
|
J o+
is0 dei establo Piel do peacnesy vbre
mubafs Staphylococdl coagulasa negativos
Enterobacterias Staphylococcus aurets '
Racilus cereus Strepfococrus dysgatactiae

~ Medioambiente

Moscas Reche para &smeras_
Arcanobactenim pyogencs Streptococous agalactize

i i taminades
Agua contaminada Alimentos con
Pseudomonas aeniginoss Profoiheca sp
Profothecs sp

Figura 1. Fuentes de microorganismos causantes de la mastitis
bovina (Bedolla et al .,2004).
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2.10.3. Tipos de mastitis.

La mastitis bovina normalmente se presenta como resultado de la
infeccién intramamaria por bacterias que pueden producir la enfermedad
de manera clinica o subclinica es decir, puede ser acompafiada o no de

signos clinicos (Bedolla. et al.,2003. Castafieda et al.,2003).

1-. Mastitis Clinica leve (mild clinical mastitis).
Anormalidades observables en la leche, por lo comuUn copos ©
grumos sin signos aparentes o graves de hinchazon de la glandula

mamaria o de reacciones sistémicas (Burvenich et al.,1995).

2.- Mastitis clinica recurrente (recurrent clinical mastitis}.

Existen episodios multiples de mastitis clinica en el mismo cuarto
mamario, causados por el mismo patégeno y donde no ha ocurrido una
curacion bacteriolédgica entre los episodios clinicos (Castillo.1998).

3.- Mastitis contagiosa (contagious mastitis).

Transmisible causada por organismos patégenos contagiosos como
S. aureus y S. agalactiae la transmisidén pasa de una ubre infectada a
una sana, principalmente durante el transcurso del ordefio. El reservorio

de la enfermedad se encuentra en la ubre infectada ({(Chaffer et
al.,1999).

4 .- Mastitis crénica (chronic mastitis).

Una inflamacion continuada de la ubre durante un periodo
prolongade. Que puede ser clinica o subclinica {Leitner et al.,1993). Se
presenta una infeccién de la ubre de larga duraciéon con leche de
apariencia normal o cambios al realizar la palpacién del tejido de la
ubre, infeccién resistente de la ubre que existe continuamente. A veces
se desarrollan en la forma clinica. Después de esas apariciones bruscas,

se produce un regreso a la forma subclinica ( Schrick et al., 2001).
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5.- Mastitis “de Verano” {summer mastitis).

Una forma de mastitis de vacas en periodo seco, estabuladas, que
se caracteriza por un color fétido v secrecidn de pus. Puede manifestarse
cComo un proceso gangrenoso en el cual el pus encuentra salida
mediante una fistula, esta causada por Arcanobacterium pyogenes,
peptococcus indolicus, Streptococcus dysgalatiae. La incidencia se
forma en verano en paises nérdicos y se relaciona con la posibilidad de

moscas que actlan como vectores (Miller et al.,1993).

6.- Mastitis exacerbativa (exacerbative mastitis;"flare up”).
Un proceso de mastitis clinica leve o subciinica que agrava su

manifestacién clinica. Se la denomina también “destelic o fogonazo’de
mastitis (Nickerson et al.,1598).

7.- Mastitis gangrenosa (gangrenous mastitis).
Proceso mediante el pus no encuenira salida. La glandula se

manifiesta de cclor morado y después muerte subita (Saran et al.,1988).

8.- Mastitis no bacteriana (nonbacterial mastitis).

Una forma de infiamacién de la glandula mamaria de la cual no
pueden aislarse microorganismos patégenos para la ubre en muesiras de
leche, 1o que no confirman necesariamente que el causante no haya sido

un microorganismo. Se denomina a veces mastitis inespecifica (Sordillo
et al., 1997).

9.- Mastitis aguda (acute mastitis).

Inflamacidén de la ubre caracterizada por su repentina aparicidon
(Leitner et al.,1993).Inflamacidon grave con intensa sintomatologia local y
sistémica (Sordillo et al.,19987.de Mol et al.,2000).

10.- Mastitis clinica (clinical mastitis).
Inflamacién de la ubre caracterizada por visibles anormalidades en

la leche y/o en la ubre. La gravedad de los casos clinicos debe
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graduarse como leve, moderada (intermedia) o severa (Nickerson et
al.,1998. Tollersrud et al., 2000).

Tumefaccién o dolor en la ubre, enrojecimiento, la leche presenta
una apariencia anormal y, en algunos casos, hay aumento de la
temperatura rectal, letargo, anorexia e inciuso ia muerte. Ademas, las
bacterias estan presentes en la leche, el rendimiento es muy reducido, y

su contenido esta alterado considerablemente (Heringstad et al., 2000;
Barkema et al.,1999).

En algunos casos la inflamacién de los cuartos mamarios es
acompafiada de signos clinicos (signos pronunciados de inflamacion
mamaria y de enfermedad sistémica), por Jlo que es diagnosticada
entonces como mastitis clinica, La cual puede presentarse de manera
aguda o cronica (Djabri et al., 2002).

11.- Mastitis clinica aguda {(acute clinical mastitis).
Inftamacidén de la ubre caracterizada por una aparicion repentina,

con signos visibles de anormalidad en la leche (Nickerson et al.,1998.
Sardillo et al.,1997.de Mol et al.,2000).

Por su condicion de aparicién turbia, la leche es de apariencia
anormal, hay enrojecimiento, tumefaccién, y dolor en la ubre, con o sin
sintomas sistéemicos. Inflamacidn repentina del cuarto que puede
sentirse caliente, duro y sensible al tacto. Puede hacerse sistémico con

sighos de fiebre, pulso rapido, depresién, debilidad y perdida del apetito
(Schrick et al., 2001).

12.- Mastitis clinica hiperaguda (peracute clinical mastitis).
inflamacién grave de la ubre caracterizada por su aparicién

repentina con intensa sintomatologia local y sistémica (Nickerson et
al.,1988).
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Durante la primera lactacién, este tipo de mastitis, resulta en
obvias pérdidas como son disminucién en la produccién de leche vy

alteraciones en la composicién de la misma (Barker et al., 1998).

13.- Mastitis subclinica (subclinical mastitis).

Inflamacion de Ila glandula mamaria que no se manifiesta
visiblemente y requiere pruebas de diagnoéstico para su deteccion,
siendo la mas utilizada el recuento de células somaticas en la leche. Es

la forma mas prevalente de mastitis en ganaderias de vacuno lechero
(Burvenich et al.,1985).

Ocurre frecuentemente, y puede conducir a grandes pérdidas
econdémicas debido al reducido rendimiento de leche, y multas a causa
de los elevados conteos de células somaticas presentes en los tanques
de leche una inflamacién de la ubre sin sintomas externos reconocibles,
el contenido de las células somaticas esta elevado cuando en dos de
tres muestreos se observa la presencia de agentes patdégenos de
mastitis. Forma en la que no hay inflamacién en la glandula o una gran
anormalidad en la leche a simple vista (Wellenberg et al., 2002).

En otros casos, los signos de la mastitis son imperceptibles por
observacién directa. Esta es entonces diagnosticada como mastitis
subclinica (Djabri et al., 2002). Por lo que las técnicas de laboratorio
como la medicién del conteo de células somaticas y el cultivo

bacteriolégico son necesarios para detectar inflamacién e infeccién
(Barker et al., 1998).

Con base a lo anterior, la mastitis subclinica es definida como la
presencia de un microorganismo patégeno en combinacion con un conteo

elevado de células somaticas de la leche (Tollersrud et al., 2000).

Este tipo de mastitis no presenta cambios visibles en la leche ©
ubre. Se caracteriza por el reducido rendimiento de leche (Barkema et

al., 1999), composicién alierada de 1a leche y la presencia de
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componentes inflamatorics y bacterias en la leche (Heringstad et al.,
2000).

2.10.4 Métodos de deteccién de mastitis bovina.

1. Monitoreo del conteo de células somaticas, Con el nombre de
celulas somaticas se designa a las células del propio organismo. Por
tanto, las células somaticas son células corporales. Estas pasan a la
leche procedentes de la sangre y del tejido glandular. El contenido de
céiulas somaticas en ia leche nos permite conocer el estado funcional y
-de salud de ia glandula mamaria en periodo lactante; debido a su
estrecha relacién con la composicion de la leche, es un criterio de
calidad muy importante (Wolter et al., 2000).

La leche de una ubre sana presenta pocas ceélulas somaticas. En
este caso se trata de céiulas de tejido (células epiteliales) y células
inmunes (neutrofilos polimorfonucleares, granmocitos, macréfagos,
linfocitos). El porcentaje de los diferentes tipos de céluias somaticas en
la leche de las glandulas mamarias sanas es: a) macrofagos (60%); b)
linfocitos (25%); y ¢) neutréfilos o leucocitos polimorfonucleares (15%),.
(Castafieda et al.,2004. Philpot,2001. Wolter et al., 2004).

De todas las células de la leche de un cuarto infectado,
aproximadamente el 99% 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 la cuenta de células

somaticas (CCS) de la leche que comunmente es expresada en mililitros
{(/ml)., (Philpot,2001).

El conteo de células soméaticas (CCS) es la medicion mas
ampliamente utilizada para supervisar e! estado inflamatorio de las
glandulas mamarias, y puede ser realizada en la leche de: (1).- cuartos
individuales; (2).- vacas individuales; (3).- el hato completo; (4).- un
grupo del hato (Philpot et al., 2001).
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La infeccién intramamaria es el principal factor causante de
cambios en el CCS de 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 ia mastitis (Phiipot et
al., 2001).

Las glandulas mamarias que nunca se han infectado normalmente
tienen CCS de 20,000 a 50,000/mi. en grandes poblaciones de vacas,
80% de los animales no infectados tendran un CCS menor de 200,000/ ml
y 50% menor de 100,000/mi. una razdén de las cuentas ligeramente
elevadas en animales no infectados es que algunos cuartos tuvieron una

infeccién previa de la cual no se han recuperado totalmente (Philpot et
al.,2001).

Segun Philpot, (2001) datos obtenidos de numerosos estudios,
sefialan que la mayoria de las vacas con cuentas mayores de 300,000/mi
probablemente no estan infectadas, mientras que aquelias con un CCS
entre 200,000 y 300,000/ml son dificiles de interpretar.

En base a lo anteriocrmente expuesto, cabe sefialar que el registro
ordenado de los resultados de las pruebas de monitoreo mensual de
vacas individuales proporciona informacién muy util para el manejo del
hato, para el ganadero, y veterinario. Aunque estas pruebas de
monitoreo no diagnostican la causa o tipo de infeccién o si hay una
lesiéon presente, si alertan al ganadero y al veterinario. De que un
problema se esta desarrollando, por lo que se debe poner mucha

atencidén al respecto (Fernandez et al,1997).
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2.10.5. Diagnostico de la mastitis.

Pruebas :

1.- Prueba del pafo negro. Consiste en extraer unos chorros de
leche haciéndolos pasar a través dei pafio. Si hay presencia de grumos .
indica positivo a mastitis (Foley et al., 1982 ).

2.- Prueba de cloruros. La leche se pone en contacto en una
titutacién con nitrato de plata en solucion G.1N., la transformacién de Ia
solucion en cuanfo a su color en un amarilio intenso, es indicativo de
mastitis {Heidrich et al.,1969).

3.- Prueba de catalasa. La enzima esta presente en células
epiteliales, seroproteinas, leucocitos y estafilococos, cierta cantidad de
catalasa puede encontrarse libre en la leche como resultado de Ia
desintegracion de células epiteliales y leucocitos, por lo que, la leche
gue proviene de animales con mastitis conteniendo gran numero de
bacterias y células somaticas tiene un gran contenido alto de catalasa,

la prueba se basa en la liberaciéon de oxigenc de O2 a partir de H202
por ta catalasa (BAM.2001).

4.- Prueba de whiteside modificada. Consiste en |la adicidn de dos

gotas de NaOH al 4% a 5 gotas de leche bien mezcladas, (si la leche es

‘refrigerada, solo 1 gota) se deposita sobre una placa de cristal negra;

mezclando cuidadosamentie y agitando durante 20 a 30 segundos con
una varilla de vidrio. El resultado se designa: -, +, ++, +++. ++++, EI
resultado sera negativo si el aspecto de la leche no varia, positivo si se
observan coagulaciones terrosas, en filamentos o en témpanos: y grado
maximo de positividad. Si la mezcla se transforma en una masa viscosa,

espesa, que desprenda un liguido claro (Heidrich et al.,1969).

5 -Prueba de wisconsin para mastitis (WMT).

Fue disefiada para el uso en el laboratorio, y es utilizada para
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estimar el contenido de células somaticas de muestras de leche fresca
mezclada o leche de tanques de enfriamiento, asi como para muestreo
de vacas individuales. Se utiliza una solucion similar a la que se emplea
con la prueba de California (CMT), pero en contraste con esta ultima, los
resultados se miden cuantitativamente dependiendo de la velocidad. No

cualitativamente o de estimarla como en ia CMT (Fernandez et al.,
1997. NMC, 1999).

la técnica consiste en utilizar un tubo graduado en milimetros en
donde se depositan 2. ml de leche y una mezcla de 2 ml de reactivo para
CMT con agua destilada {(1:1) ambas a temperatura ambiente. Enseguida
se agita durante 10 segundos, horizontalmente y de izquierda a derecha,
Se deja reposar 10 segundos.

Una vez transcurrido el tiempo, se procede a realizar la lectura en
el tubo por debajo de la espuma gque se forma, los resultados se
relacionan con la escala graduada en mililitros del tubo y su valor de
céluias somaticas, empleando para su interpretacién wuna tabla
especifica para la prueba (Fernandez et al., 1997).

6.- Conductividad eléctrica de la leche.

La prueba de conductividad eléctrica (PCE) se basa en el aumento
de conductividad eléctrica de la leche debido a su mayor contenido
electrolitico especialmente iones de sodio y de cloro y se ha
desarroilado como un método para monitorear el estado de 1a mastitis en
la vaca, se le encuentra como parie de algunos equipos de ordefio
computarizados dentro de las salas de ordefio asi como también en
forma de medidores portatiles, Io que permite el monitoreo individual por
cuarto (Medina et al.,2003. Montaldo et al, 2003 ).

Este instrumento proporéiona una lectura digital del resultado de lfa
PCE y representa una alternativa a la PCM como prueba de monitoreo de
la mastitis subclinica al lado de la vaca;, aunque a veces da como

resultado en gran numero de falsos positivos o de falsos negativos, por
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lo que no es muy confiable (Medina et al.,2003. Montaldo et al., 2003.
Wolter et al., 2004).

7.- Conteo de células somaticas por microscopia directa.

El recuento microscopico directo de células somaticas de la leche
denominado también, método optico, si bien es de referencia,
actualmente es de poca utilidad cuando se trata de un gran nimero de
muestras y se debe trabajar con una metodologia mas rapida. Sin

embargo, aun mantiene su utilidad para los trabajos de investigacidn
(Saran et al.,2000. Chaffer et al.,2000).

8.- Método de conteo electronico celular.

Los métodos electrdonicos tienen en la actualidad una aplicacion
universai, sobre todo en laboratorios de control lechero o dedicados a!
diagnostico o investigacién de la mastitis, utilizandose aparatos de
recuento celulares como el Fossomatic (Foss Electric. Dinamarca) y el

Counter Coulter (Couiter, Inglaterra), (Saran et al., 2000. Chaffer et
al,.2000).

Estos dos aparatos poseen alta correlacién con la microscopia
optica, por lo gue proporcionan una medida segura en el recuento de
células somaticas. Sin embargo, se pueden presentar variaciones en el
recuento en las mismas muestras cuando se realizan con los dos
aparatos debido a la diferencia de operacién de cada una de ellos
(Saran et al., 2000. Chaffer et al,.2000).

El fossomatic basa su calculo en la tincidon fluorométrica del
material nuclear, mientras que el Counter Coulter cuenta el nimero de
impulsos eléctricos resultantes de las particulas gue pasan entre dos
electrodos (Djabri et al., 2002). Es decir, cuenta particulas de un
diametro determinado, que para ei caso serian las céluias, entrarian
otras particulas, aumentando ligeramente el valor en comparacion con el
Fossomatic (Saran et al., 2000. Chaffer et al., 2000).
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El Fossomatic consiste en el filtrado de una solucién de leche
mezclada con detergente (Triton X-100 EDTA) a través de una membrana
con poros finos. Un procedimiento colorimétrico basado en la reaccién
con el ADN de las células es entonces utilizado para determinar el
contenido de ADN que esta relacionado directamente con numero de

células presentes en la muestra inicial (Djabri et ai. ,2002).

En sintesis, se puede decir que el Fossomatic es un contador
especifico de ADN nuclear, cada célula produce un puiso eléctrico que
se amplifica y se regisira (Djabri et al.,2002).

La automatizacién de este proceso significa que pueden analizarse
un gran numero de muestras por hora en los laboratorios de pruebas de
leche. En la mayoria de los casos, el Fossomatic utiliza leche fresca o
conservada. Aunque han sido muy pocos los estudios que se han llevado
a cabo con leche congelada (Barkema et al.,1997), ésia puede ser util
en caso de una averia en e! equipo de CCS, o en los protocolos

biolégicos para muestras de leche congelada (Martinez et al., 2003).

9.- Prueba de California:

(CMT),desarrollada en la década de los 50s por Noorlander y
Schalm en California. A sido empieada durante décadas y sigue siendo
la prueba mas utilizada a nivel de campo para el diagndstico de mastitis
en el ganado lechero {(Medina et al.,2003. Montaldo et al.,2003.) prueba
sencilla que es til para detectar Ia mastitis subclinica por valorar
groseramente el recuento de células de la leche. No proporciona un
resultado numeérico, sino mas bien una indicacidén de el recuento cuando
es elevado o bajo, por io gque todo resultado por encima de una reaccion

vestigial se considera sospechoso (Blowey et al.,1995. Edmonson et
al.,1995).
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2.10.6. Prueba de California

Se realiza directamente en el establo o sala de ordefo. EI
material requerido consta de una paleta de ptastico con 4 perforaciones

gue van en coordinacidén con los pezones del animal.
1.- Se desecha la leche del pre-ordefio de dos a tres chorros.

Después de eliminar los primeros chorros de cada cuarto se toman
las muestras en la seccion adecuada de !a paleta. Enseguida se agrega

el reactivo a cada seccidén en igual cantidad que la leche ( Montaldo et
al., 2003.).

2.- Se ordefia cada cuarto en cada una de las placas de la paleta,
aproximadamente 2mi.

3.- Se agrega el reactivo aproximadamente 2 ml.

4 .- Se inclina la paleta de modo que se agite suavemente para
mezclar la leche con el reactivo con movimientos circulares. Esto

produce la reaccién entre el reactivo y las células somaticas.

5.- Se examina en cuanto a la presencia de una reacciéon de
gelificacion.

Se mide la cantidad de coagulacidén (viscosidad) para calcular el

niumero de células blancas (leucocitos) y otras células somaticas
presentes,

Cuando mayor sea (a formacion del gel. Tanto mas alto sera el
conteo de células existentes en la leche, indicandonos el grado de

inflamacion en cada cuarto de ubre (Castaneda et al.,2004. Wolter et
al.,2002).
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Antes de continuar con la siguiente vaca se tiene que enjuagar las
cuatro placas de la paleta.

Los resultados pueden ser interpretados en cinco clases: desde el
resultado negativo en el que la leche y el reactive siguen siendo
acuosos, hasta el recuento de células mas elevado en el que la mezcla
de la leche y el reactivo casi se solidifican. Esto se determina en

relacion a la reacciéon de gelificacién (Cuadro 4), (Blowey et al.,1995.
Edmonson et al.,1895).

La prueba consiste en el agregado de un detergente a la leche,
El reactivo a utilizar es el alquil aril sulfonato de sodio al 3%, indicador
purpura de bromocrescl en una concentracion de 1:10,000. causando la
liberacién del ADN. De los leucocitos presentes en la ubre y este se

convierte en combinacién con agentes proteicos de la leche en una
gelatina (Montaldo et al., 2003).

A mayor presencia de células se libera una mayor concentracién
de ADN, por lo tanto mayor sera la formacién de la gelatina,
traduciéndose en nuestra lectura e interpretacién del resultado como el
grado mas elevado de inflamacién. Es decir, permite determinar la
respuesta inflamatoria con base en la viscosidad del gei que se forma al
mezclar el reactivo (purpura de bromocresol) con la misma cantidad de
leche en una placa con cuatro pozos independientes permitiendo evaluar

cada cuarto independientemente (Saran et al.,2000. Chaffer et al., 2000.
Medina et al., 2003).
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Cuadro 4. Clasificacion e interpretacién de la prueba de California
para mastitis.

CLASIFICACION DESCRIPCION DE LA REACCION RANGO CCS EN

CMT LECHE.

Negative - No hay gel visible < 200,000/ml
Trazas + S5e observa una cantidad Ligera de | 150.000-500.000/ml

gel al 1a inclinar paleta

Positivo ++ Gel mas pesado que ne va { 400.000-1.500.000/m1i
hacia el centro al darle vueltas a la
paleta.

Positive +++ Gel espeso que se desplaza | 800.000-

Con rapidez hacia el c¢centro de la | 5.000.000/ml

paleta Rapidamente.

Positivo ++++ Gel ml espeso que se adhiere al > 5.000.000/mli
fondo de la paleta

Fuente. (NMC. 1999, Saran et al., 2000. Chaffer et al.,2000. Medina et
al.,2003. Montaido et al., 2003.).

Los valores sélo se utilizan como referencia aproximada puesto
que hay grandes variaciones individuales hasta el extremo de considerar
normal los recuentos celulares hasta de 250.000 células / ml; e incluso
superiores. Ademas hay diferencias fisiolégicas entre distintos cuartos,
de tal forma que puede ser solo relativo el incremento del nimero de

células en la leche total de una mama ( Montaldo et al., 2003.).
Los factores que influyen en el nimero de células son:

-Fase de lactacion en que se efectuo el recuento. El incremento en
esta etapa es constante en la época calostral y al final de 1a lactacién.
-Edad del animal.
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Las vacas de mayor edad tienen mas células en su leche gue las
jéovenes.

-Si la operacion se efectud al principio, mitad o al final del ordefio.

Los liguidos inicial y final del ordefo tienen un contenido
especialmente elevado de células.

-Los incrementos patoldégicos son bastante frecuentes en

comparacion con los fisiologicos { Montaldo et al., 2003.).

2.10.7. Pruebas bacteriolégicas para estimar la calidad de la leche:

Conteo directo al microscopio de cé&lulas bacterianas contenidas en
la leche a analizar. Las células bacterianas estan presentes en la leche
en forma normal a niveles bajos entre (50.000-200.000/ml.) y cuando se

alcanzan niveles altos, entre 200.000/800.000 células/ml (NCM 2001.
BAM 2001).

2.11. Importancia de S. aureus en la salud publica.

La intoxicacién estafilocécica se encuenira dentro de las
Enfermedades Trasmitidas por Alimentos (ETA) mas importantes en el
ambito mundial {(FAO,2004) de todos Ilos brotes de intoxicacion
alimentaria que se presentan en promedio en un 20%, se debe a
alimentos que se encuentran contaminados con enterotoxinas producidas

por el género Staphylococcus principalmente la especie aureus (NOM
115-1 1994., Torres et al., 1999).

En Asia, Africa y América Latina se calcula que mas de un bilién de
episodios de diarrea aguda se presentan anualmente en los nifios de

menos de cinco afios de edad, dando por resultado cerca de cinco

millones de muertes (Volk et al.,19986).

En estados Unidos en 1997 se calcularon 185,000 intoxicaciones

por Staphylococcus (Tauxe et al., 2002).
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2.11.1. Enfermedades iransmisibles al hombre a través de la leche.

Cuadro 5. Enfermedades transmisibles al hombre a través de la
leche {(Bohm,Heeschen 1885).

Efifermedades causadas por Fuentes de Infeccion
Bacterias Humano La vaca El medio ambiente
Neumonia X X
Meningitis X
Antrax X X
Toxina del Botulismo X
Brucelosis X
Colera X
E. coli patogena X X
Infecciéon por Clostridium X
perfringens
Difteria X
Enteritis(no especifica)* X X
_Leptospirosis™* X
Listeriosis X
Paratifo X X
Salmonelosis {no influye X X
Tifoidea y paratifoidea)
Shigelosis X
Gastroenteritis por entero-
Toxina de Staphylococcus X X
Infeccidon por Strepto X X
Tuberculosis X X
_Tifoidea X
Sindrome (chogue téxico) X
Virus
Adenovirus~ X
Virus de la fiebre aftosa X
Vitus de hepalitys infec. X
Virus de ta encefalitis X
(garrapatas).
Ricketsias
Fiebre Q. X
Preteozoos
Amibas X
Toxoplasma X X

*La transmisién no siempre es detectable en leche, si bien existen

evidencias epidemioldgicas.
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2.11.2. Intoxicacidédn alimentaria.

Una propiedad caracteristica que comparten las bacterias que
causan intoxicacién alimentaria (También denominada envenenamiento
alimentario) Es su ocurrencia con caracteristicas de ubicuidad. Como
resultado, ciertos alimentos se deben considerar como contaminados,
con bacterias productoras de toxinas y (NOM 115-1 1994) se debe dar un
manejo adecuado para mantenerlas en condiciones de seguridad para el
consumo (Volk et al.,1996).

2.11.3. Etiologia.

La intoxicacién alimentaria por S. aureus es el tipo mas comun.
Estd causada por un coco pequefio gram-positivo, esféricos que se
presentan en tétradas o racimos, inmoéviles, no forman esporas y son
aerobios y anaerobios facultativos, el mismo estafilococo responsable de
muchos problemas infecciosos. c¢recen con facilidad en medios
nutrientes comunes y aunque muchas cepas requieren de varios
aminoacidos y una o mas vitaminas B, no se pueden considerar como
bacterias altamente exigentes, crece optimamente a la temperatura
corporal de 37°C, también crecen, aunque con mayor lentitud, a
temperaturas por debajo de 10°C. (Volk et al.,1898).

Mientras se multiplican los estafilococos, las cepas gue causan
intoxicacion alimentaria liberan una toxina en los alimentos
“enterotoxina”, debido a la reaccién severa gue causa en el aparato
gastrointestinal. La enterotoxina TSS5-1, La dosis infectiva es elevada,
se necesitan de 106 a 107 bacterias de S. aureus por mililitro para una
produccién efectiva de enterotoxinas. Hasta el 20% de los tipos de este
agente causal pueden producir las intoxicaciones. De estas, la de tipo C
es la mas comun, y el las intoxicaciones humanas son mas frecuentes
las de tipo Ay D (Castafeda et al., 2004).

Una vez formada, no se puede destruir incluso ni siquiera
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calentando demasiado el alimento. Una ves ingerida fa enterotoxina del
Staphylococcus, la caracteristica sobresaliente de la intoxicacion

alimentaria cursa con diarrea grave, vomito y doclor abdominal (Volk et
al.,1996).

2.11.4. Pericdo de incubacidn.

El diagnostico sobresaliente es el corto periodo de incubacién el
tiempo que transcurre entre la ingestion del alimento y la instalacidn de
la enfermedad misma, no es raro que muchas personas enfermen subita
y violentamente. E! periodo de incubacién comun va de dos a cuatro
horas y la ingestién puede dar por resultado el ingresoc a una sala de
urgencias. la duracion de los sintomas agudos por lo general es de
menos de 24 horas, los individuos se sienten bastante debilitados por
varios dias. Por lo general se hospitalizan para recibir liquidos
intravenosos con objeto de restituir 1a perdida hidrica a través de la
diarrea y el vomito {Volk et al.,1996).

2.11.5. Resistencia de los agentes etioldgicos

La resistencia de los agentes etioclogicos hacia los antibidticos
cada dia las cifras son mas. Situacion de no aplicar antibidéticos que no
aporten beneficio en la mejora de reduccién marcadas contra la
infeccién, seguiran ocasionando mas perdidas econémicas. En relacion
con la resistencia hacia los antibiéticos aplicados causando resistencia,

se exige investigar tipos de antibidticos que nos permitan reducir los

parametros de resistencia.

2.11.6. Caracteristicas principales del $. aureus.

Los estafilococos son cocos gram-positivos que se presentan en
pares, cadenas cortas, tétradas y racimos con mayor frecuencia, Son
aerobios y anaerobios facultatives, positivos a catalasa, negatives a

oxidasa. no moviles, no esporuladores y fermentadores (Carter et
al.,1994).
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2.11.7. Género de Staphylococcus.

Actualmente el género Staphylococcus contiene 31 especies 14 de
las cuales han sido aisladas de la glandula mamaria de bovinos
(Cuadro.7) (Watts et al.,1988). los Staphylococcus coagulasa positivos
incluyen S.aureus, S.intermedius y algunas cepas de S. hyicus (Bergeys.
2000. Watts et al.,1988).

(Cuadro 7). Géneros de Staphylococcus aislados de glandulas
mamarias bovinas ( Watts et al.,1988).

aureus
capitis

cohnii
chromogenes
epidermidis
haemolitycus
hyicus
hominis
intermedius
saprohyticus
sciuri
simulans
warneri
xylosus

DDOBDBNDBNND NG

Cuadro 8. Diferenciacién de algunas especies de Staphylococcus y
pruebas bioquimicas { BAM 2001. Bergey’'s 2000).

S.aureus S.epidermidis S.intermidius S.hyicusg Subs.hyicus

Coagulasa + - + d d
Temonu- + - + + +
cleasa
Manitol + - (d) +
Maltosa + + (w)
Hemolis + - (d) -
Acetoina ¥ + = =
Pigmento +w
carotenoide

Simbologia de reaccidn. ( ) = retardada, w = retardada débil,

d = débil 11.89% cepas positivas
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Las técnicas usadas para la caracterizacion de Staphylococcus han
desarrollado nuevos métodos como PFGE la cual resulta de gran

importancia en las investigaciones epidemiolégicas (Wolter et al.,2004).

Los agentes patédgenos de !a mastitis, se localizan principalmente
en piel, mucosas, vias digestivas y respiratorias, dependiendo del
habitat donde se encuentran las vacas. La teche contiene células
somaticas, que en una glandula mamaria sana solo se presentan en
cantidades pequefas. La importancia biolégica de las células somaticas
estriba en la intervencién de 1a defensa contra infecciones en la ubre.
En este caso se trata de células epiteliales y granulocitos
polimorfonucleares-neutréfilos, macréfagos y linfocitos (Woiter et
al.,2004).

2.11.8. Habitat.

Comensal de piel y mucosas, en especial de vias digestivas vy
respiratorias, de hombres y animales por lo comun causa mastitis,
abscesos e infecciones cutaneas, infecciones en vias urinarias y heridas
(Carter et al.,19984).

2.11.9. Productos extracelulares.

Algunas de las sustancias que se consideran intervienen en la
produccién de infecciones estafilocdécicas, no todos estos productos
pueden clasificarse como téxicos, algunas investigaciones indican que
algunas de las enzimas son potenciadoras de la virulencia (Wolter et
al.,2000). |

Capaces de incrementar |as caracteristicas invasivas del
microorganismo y quiza lo protegen de los mecanismos corporales de
defensa. Sus efectos se han demostrado en gran parte con experimentos

en conejos y ratones (Carter et al.,1994).
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2.11.10. Clasificacion.

El sistema comin de clasificaciéon separa a los estafilococos de los
micrococos con base en una capacidad para fermentar la glucosa con la
produccion de acidos. Asi, los miembros del género Micrococcus (que
son en su mayor porte morfoldgicamente idénticos a los estafilococos)
son incapaces de fermentar la glucosa para producir acido. sin embargo,
les micrococos pu'eden oxidar ia glucosa aerdobicamente, pero no da por
resultado formacion de acido {(Bergey’'s 2000).

La presencia de la enzima catalasa. degrada el peroxido de
hidrégeno para formar agua y oxigeno. La burbujas de oxigeno son
visibies, ios estreptococos no forman catalasa vy, por tanto, no producen
oxigeno “burbujas” (Volk et al.,1996).

2.11.11. Epidemiociogia.

Esencialmente todos los padecimientos serios en los que
intervienen los estafilococos estan causados por 8. aureus. La
capacidad de este organismo para producir enfermedad depende de su
capacidad para resistir la fagocitosis y del efecto de algunas de las

toxinas y enzimas secretadas por la célula (Volk et al.,19986}.

2.11.12 Toxinas y enzimas de S. aureus.

| La coagulasa es una enzima que secreta ia bacteria en el
ambiente. Activa un factor de reaccién de coagulasa (CRF, siglas en
inglés) normaimente presente en el plasma, que hace que el pilasma se

coagule mediante la conversién de fibrindgeno en fibrina (Carter et
al.,19986).

Todos los estafilococos productores de coagulasa son por
definicion S.aureus. El papel de la coagulasa en la produccion del
padecimiento no esta claro, se ha postuiado que puede cubrir a los

microorganismos con fibrina para inhibir su fagocitosis (Wolter et
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al.,2000).

S. aureus también produce un enlace que hace que los
organismos formen grumos cuando se mezclan con el plasma, los
enlaces de coagulasa pueden convertir el fibrindgeno directamente a

fibrina vy no se requiere de la presencia de CRF para su actividad (Carter
et al.,1996. Volk et al 1996).

2.11.13 Enterotoxinas A-E.

Estas toxinas son proteinas extracelulares compuestas de cadenas
polipeptidiacas simples de alrededor de 30 Kilobases. Hay cinco grupos
serolégicos, designados SEA, SEB, SEC, SED, y SEE. Un sexta grupo,
SEF, se ha dado de baja como enterotoxina y rebautizado como toxina-
1del sindrome del choque téxico, Basandose en diferencias antigénicas

menores, SEC se ha subdividido en tres tipos, SEC1, SEC2 y SEC3
{(Wolter et al.,2000).

Estas toxinas son muy resistentes al calor (100°C por 30 minutos).
Se requiere un entorno favorable para su produccion como flanes, leche

cruda, crema, helado, salsas para carne, pescado, queso u otras (Carter
et al.,1996).

2.11.14. Patogenicidad.

Los individuos mas susceptibles a las infecciones por estafilococos
incluyen a aquellos cuya capacidad para fagocitar y destruir a los

estafilococos no esta completamenie desarrollada o esta inhibida de
manera significativa (Volk et al.,19986).

2.11.15. Hemolisinas (hemotoxinas, citolisinas).

Todas las hemolisinas producidas por S. aureus dan una heméliisis
tipo beta. Sin embargo, debido a su efecto variado en muchos tipos de
células, con mayor frecuencia se denominan toxinas, Hay cuatro toxinas:

alfa (a), beta (f), gama (y) y delta (3). Estas se pueden diferenciar
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mediante distinciones antigénicas y por el tipo de eritrocitos que lisan
preferentemente. Las cuatro toxinas poseen propiedades gue dan por
resultado diversos grados de toxicidad para los leucocitos y las celulas
tisulares. Algunas (particularmente la toxina alfa) mata a las células

cutaneas y son letales si se inyectan en ratones y en conejos (Bergey’'s
.2000).

Todas tienen caracteristicas antigénicas distintas. Los eritrocitos

de varias especies difieren en susceptibilidad. Las toxinas aifa y beta

son hemolisinas potentes.

La toxina alfa es la méas activa contra eritrocitos de conejo y
genera la zona clara interna de hemdlisis. Esta toxina genera espasmos
del muscuio liso es dermonecrotizante y mortal.

La toxina beta es esfingomielinasa C y origina la zona parcial

exterior de hemélisis y la mas activa contra eritrocitos de carnero.

La toxina gamma tiene un espectiro hemolitico estrecho y es
inhibida por agar y colesterol.

La toxina delta tiene un espectro hemolitico amplic y los
fosfolipidos la inhiben.

2.11.16 Inmunologia. -

S.aureus también secreta una serie de entercotoxinas, penicilinasa
(que destruye la penicilina), y hialuronidasa (factor de diseminacion),
lipasa y estafilocinasa gue lisa los coagulos de fibrina de una manera
analoga a la acciéon de l|la estreptocinasa, el S. aureus posee un
componente de superficie, la proteina A, que inhibe su fogocitosis
mediante la unién a la porcién Fc de la 1gG; !a proteina A por tanto
compite con los leucocitos por la porcién Fc de las opsoninas
especificas ( Carter et a.,1996. Volk et al.,1996).
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El S.aureus produce normalmente un pigmento dorado claro y
posee acido teicoico ribitol en su pared celular gue antigenicamente es

distinto al acido teicoico glicerol de S.epidermidis {Volk et al.,1896).

El 50% de las cepas de S. aureus producen fa enterotoxina y
algunas de ellas elaboran mas de una. No existen pruebas metabdlicas
que permiian reconocer la enterotoxigenicidad de las cepas. En
alimentos se observan algunas propiedades basicas cocos gram (+),
catalasa (+), coagulasa (+), termonuclieasa (+),crecen a 350C y dan la
reaccion a la yema de huevo (+). Excepcionalmente se han aislado cepas

de estafilococos coagulasa (-) y productora de enterotoxinas.{ Bergey’s.
2000.,NOM 115-1 1994).

La termonucieasa (Tnasa) es una desoxirribonucleasa
termoestable, es una caracteristica muy constante de las cepas
enteroioxigenicas, la reaccién a la yema de huevo se debe a gue las
bacterias producen una fosfolipoproteina Ilipasa que utiliza como
sustrato, ia lipovitelina (NOM. 115-1 1994. AOAC 1995).

El porcentaje de cepas productoras de enterotoxina segun el origen
de las mismas:

E! 7% de las cepas de S. aureus son productoras de enterotoxinas
(NOM. 115-1 1995) y el 20% de las vacas con mastitis es provocado por
el agente infeccioso S. aureus, en nuestro pais el consumo de productos
lacteos no pasteurizados es una practica comun, esto nos da una idea

de la problematica de S aureus en leche ( Tauxe et al,.2002. Wolter et
al 1999. Volk et al.,1996)

2.12. Higiene de la leche.

En la actualidad los cambios scciales y econdémicos por los que
atraviesa el mundo y en especial aquellos que afectan a los paises
latincamericanos, representan el surgimiento de problematicas

multifactoriales, entre las que se encuentran la provision de alimentos
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para 1o cual se deben cumplir todas lIas condiciones y medidas
necesarias que aseguren la inocuidad y la aptitud de los mismos en

todas las fases de la cadena alimentaria principaimente la leche
(FAO,1997. Silos,1993).

El consumo de ieche y sus derivados aporta valiosos nuirientes
pero conlleva el riesgo de algunas enfermedades. E! primer caso
extrarregional documentado de contagio debido al consumo de leche es
el de una epidemia de tifo en la ciudad de Pldén, Alemania, en 1857,
desde entonces no se puede negar que la leche es un alimento que
puede poner en peligro la salud, en el ambito mundial se han descrito
unas 269 epidemias de 1857 a 1908 causadas por el consumo de leche,

principalmente de tifo, colera y tuberculosis (Castafieda et, al. 2004).

Roberto Koch dicté (1822) su conferencia sobre la etiologia de la
tuberculosis, por primera vez se hablo de la identificacion plena de un

microorganismo patdéogeno relacionado con el consumo de leche
(Castafieda et al., 2004).

2.12.1 La salud del hato.

La salud del hato lechero de la zona centro de Jalisco, esta
condicionada de manera importante, porque la mastitis puede ser una
enfermedad mortal para las vacas. Esta enfermedad es causada
primordialmente por bacterias que se encuentran en el medio debido a la

falta de higiene, este factor contribuye en la ocurrencia de la
enfermedad (Castafieda et al.,2004).

lLos agentes contagiosos de mastitis pueden, a la larga
unicamente sobrevivir en la ubre, por ello, es ia glandula mamaria el
reservorio principal de los mismos, estos pueden salir al exterior con

facilidad en la leche (Adams et al.,1998. Berri et al.,2000. Wolter et al
1999).

Los patdégenos presentes en el medio ambiente que pueden ser los
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responsables de la mastitis bovina son:

E.cofli, o contagiosos como el S. aureus, (Sc. agalactiae,
Streptococcus dysgalactiae, parauberis, uberis) que dependen de su
reservorio primario medioambiental contra el cuarto de la glandula

mamaria infectada (Whitehead et ai.,2000).

Los agentes clasicos contagiosos asociados a las vacas, afectan
toda la ubre o grandes areas de ellas. Los principales problemas en la
actualidad en el ganado bovino productor de leche, son causados por
algunas bacterias mas comunes del genero Staphylococcus como lo son
el S.saprophyticus S.hyicus S.epidermidis, S.intermidis S.chromogenes,

S.simulans, S.wameri y el mas contagioso el Staphylococcus aureus,
(Bergey 's2000).

El S.aureus agente patégeno ha sido una de las bacterias mas
comunes en los afos sesentas asi como en la actualidad. La mastitis por
estafilococos tenia una escasa importancia. Actualmente se ha aislado
S. aureus hasta un 20% de Jlas muestras positivas en cultivos

bacteriologicos de cuartos afectados por la mastitis (IDF.1881).

Ei S. aureus no esta bien adaptado al tejido de la ubre como por
ejemplo S. agalactiae, este patdégeno tiene una gran resistencia fuera
de la ubre bovina, y por ello puede vivir mucho tiempo fuera de ésta. S.
aureus posee diferentes factores de patogenicidad (Factores
aglutinantes, coaguiasa, hemolisina, etc.) los cuales causan |la
enfermedad en la glandula mamaria. A pesar de su alta capacidad de
sobrevivir en el ambiente, los cuartos infectados de la ubre juegan un

papel importante en fla transmision de la enfermedad (Carter and
Chengappa, 1994).

En la actualidad se le conoce a la mastitis bovina como una
enfermedad compleja, con diferentes causas, grados de intensidad,

duracion y efectos residuales, que determinan la salud de la ubre y el
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estado sanitario de la ieche. Las bacterias causantes de mastitis pueden

salir del cuarto afectadoen la leche, y por lo general la glandula

mamaria infectada secreta bacterias, representando esto un riesgo de
(Wiiliam et al.,1975.

contagio para los cuartos

al.,2004).

sanos Bedolla et

2.12.2. |dentificacidon de Mastitis Clinica y Subclinica en las Vacas.

Cuadro 6. Agentes Causales de Mastitis Clinica y Subclinica
(Watts et al.,1989. Wolter et al.,2002).

MASTITIS CONTAGIOSA

MASTITIS MEDIOAMBIENTAL

Causada por:
Streptococcus agalactiae
Staphylococcus aureus

Causada por:

Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella
oxytoca, Entercbacter aerogenes, Streptococcus
uberis, S. bovis, S. dysgafactiae, Enterococcus
faecium, E. faecalis.

Fuente primaria:
Ubres de vacas infectadas

Fuente primaria :
El medio ambiente de la vaca

Forma de diseminacion:
Pe cuartos infectados a otros cuartos y a
vacas en periodo de lactancia

Indicador del problema:

Alto rango de mastitis clinica, usualmente en lactacion
temprana o durante ia epoca de calor.

Conteo de células somaticas menor de 300.000.

Indicadores del problema :

Conteo de células somaticas en tanque por
arriba de 300.000 células/mi.

Frecuente aparicién de mastitis clinica en las
mismas vacas

Presencia de S.agalactize y/0 S. aureus en
los cultivos bacterioldgicos de vacas
infectadas

Recomendaciones de controt:

Reducir el nidmero de bacterias a las que este
expuesta el final de la teta .

Mejorar la limpieza de los alrededores de la vaca
especialmente en el ultimo periodo seco y durante el
parto.

Mejorar los procedimientos para asegurar fa limpieza
y secar las tetas, que van a ser ordefiadas.

Recomendaciones de control :

Desarrollar un programa para prevenir Ia
diseminacién de bacterias en el periodo de
lactacion.

Eliminar las infecciones existentes por
tratamiento de todas las vacas en periodo
seco y extraccidn de las vacas con mastitis
crénica

Metas:

Reducir la mastitis clinica a menos del 3% de las
vacas Jecheras por mes

Metas:

Erradicar S. agalactiae del hato .

Reducir las infecciones por S. aureus a
menos del 5% de las vacas en el hato.
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Deniro de la sanidad en explotaciones lecheras se considera
prioritario, el control sobre la mastitis bovina, enfermedad mas comun e
importante de la vaca lechera ( Andrews et al.,1992. Blowey et al.,1982.
Boyd, and Eddy. 1992).

La leche y sus derivados constituyen el grupo de alimentos de
mayor consumo, en especial entre la poblacién infantil de humanos y

mamiferos (Castafneda et al., 2004).

La mastitis bovina afecta a la economia; por la disminucién en ia
produccién e inocuidad de la leche y de su industrializacion; asi como
también impacta en la salud publica, tanto por' las contaminaciones
microbianas de S.aureus, como por sustancias quimioterapeuticas,
derivadas del tratamiento con antimicrobianos que reciben las vacas, y

que pueden dar origen a cepas resistentes y a la presencia de residuos
antibidticos ( Adams et al., 1988).

Las investigaciones en el ramoc agropecuaric deben estar
orientadas hacia la resolucién de problemas regionales que impacten
principalmente la economia y la salud desde la producciéon hasta el
consumidor. En relacion a la leche las bacterias representan el problema
mas importante para la salud animal y humana por lo que la inocuidad
microbiolégica de este alimento se garantiza mediante la aplicacién de
buenas practicas de higiene en el transcurso de cada una de dichas
fases, pero indudablemente adquiere una particular importancia en el
control que se efectie en el punto de origen (NOM.086-1. 1994).

2.12.3 Industrializacién de la leche

La Industrializacién de la leche y los productos lacteos tiene que
ser con leche de calidad dentro de su proceso, para que no ocasione
mas perdidas econdmicas desde el primer eslabén de la industria de la
fecheria que es el productor hasta el consumidor que exige leche y
subproductos de calidad (NOM.036-1.1993).
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2.12.4 Bajas en la procduccion
Las bajas en la produccién, son tan cuantiosas las perdidas que

se busca un apoyo cientifico y tecnolégico que nos brinde Ia

confiabilidad de erradicar las infecciones de mastitis.

Considerando que el| S. aureus es uno de los patégenos con mas
frecuencia en mastitis 20% (1DF.1981. Castafeda et al.,2004. Bedolla et

al.,2004. Wolter et al.,1999) v que ocasiona grandes perdidas
econdomicas.

Constituye |la mastitis bovina, una enfermedad de gran importancia
econdémica por sus efectos negativos, la prediccion y el estudio de los
problemas microbiolégicos asociados a los sistemas tecnoldgicos de la
produccion lechera intensiva, constituyen dentro del contexto general,
una necesidad impostergable para la expansién de la iecheria mexicana

{ Adams et al., 1988. Andrews et al.,1983.Andrews et al.,1992 Bentley et
al.,1995. Berri et al., 2000).

2.12.5. Diagnostico y control,

La conveniencia de aplicar un método para el diagndstico rutinario
dependera de la especificidad, !la sensibilidad, costo, tiempo, y de la
pertinencia del mismo en relacién a la cantidad de las muesiras a
analizar (NOM 115-1 1994) en el caso de infecciones cronicas
potenciales se utiliza como prueba de campo la cuenta celular somatica
€l método automatizado de escrutinio para el diagnodstico se llevara a
cabo en el laboratorio (Andrews et al.,1992).

Actualmente, el método para la identificacién de patégenos
presentes en la glandula mamaria es por el cultivo in vitro, lo cual
requiere mas tiempo y dedicacién, pueden presentarse problemas en el
crecimiento y aislamiento para la identificacion del patégeno y en

ocasiones |os ensayos bioguimicos no son concluyentes (Mendoza et
al.,1998).
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Se ha demostrado estacionaimente que los procedimientos de
deteccidén, refuerzan las propiedades de la cura y reducen el tiempo que

exige supervisar y controlar la proporcién de la infecciéon a nivel de
establo (Wellenberg et al.,2002).

Durante los ultimos afios se han desarrollado muchas pruebas
para el diagnostico de Mastitis, sin embarglo la prueba especifica para
cada especie bacteriana no se ha logrado al cien por ciento. Existen
muchas pruebas para los patégenos que afectan a les humanos, algunas
de las cuales se han aplicado para el patdgenc que produce la mastitis
en bovinos, como el Minitek y la tincidn de Gram para estreptococos
(Tauxe et al.,2002) pero tales pruebas han resultado sin éxito, debido a

la falta de informacién en el banco de datos referente a los patdégenos
animales (Smith et al.,;1996).

Anteriormente no existian métodos moleculares rapidos como
herramientas de diagndstico para la deteccion de microorganismos a
partir de muestras; entre los métodos rapidos y altamente selectivos se
encuentra la técnica de Reaccién en Cadena de la Polimerasa para

determinar la presencia de los genes de la proteina A y de la Coagulasa
de S. aureus.

Los meétodos de ensayo existentes de Unién Enzimatica
inmunoabsorbentes para la deteccién del S. aureus, en casos de
mastitis bovina no tiene correlacion entre el anticuerpo y la cantidad de
infeccion bacteriana (Bourry et al.,1996. Bramley et al.,1996).

La mayoria de los métodos de PCR usados para la deteccién de
microorganismos en ta leche o en otras muestras organicas necesitan de
la multiplicaciéon de bacterias en los medios de cultivo vy son por lo
consiguiente un gasto infructuoso, los métodos de identificacién rapida
(Andrews et al., 1992 Reale et al.,1992).

En particular las pruebas acido-basicas nucleicas, tienen el
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potencial para ser sumamente especificas y también pueden diferenciar
entre los organismos estrechamente relacionados, como el S.parauberis
y S.uberis, se ha demostrado previamente que las muestras de leche
pudieran servir como el substrato para la amplificacién de sucesiones
especificas de ADN usando secuencias de PCR; (Bentley et al.,1995).
Por todas estas razones, selecciono la técnica de PCR como un método
para identificar el patégeno de S. aureus como uno de los causantes
de mastitis, debido a su precisién, alto grado de deteccidn y rapidez
{Bourry et al,,19986).

El Staphyfococcus de origen bovino puede ser clasificado en varias
subespecies (Cuadro 7) por la biotipificacidén, el fago diferenciado se ha
demosirado atil en el analisis de mastitis y el perfil plasmidico ha sido
valioso en los estudios epidemicldégicos del S.aureus en bovinos.
Durante los ultimos afiocs el estudio del genoma de S.aureus se volvid

una herramienta poderosa para la investigacién epidemiolégica (Wolter
et al.,1999).

Un cuarto de la ubre sana es aquel que no presenta alteracién
patoldgica externa o interna; la leche no contiene microorganismos
patégenos teniendo un nivel de c¢élulas somaticas <100,000/ml. EI
contenido de células somaticas en la leche, nos permite tener un criterio
sobre el estado funcional y de salud de la gilandula mamaria en estado
latente; debido a [a estrecha relaciéon con la composicidén de la leche,

este es un criterio de inocuidad muy importante (Castafieda et
al.,2004).

Las bacterias pertenecen a la microbiota normal del ambiente de
ia vaca y casi siempre se encuentran en cada corral. Como principales
representantes de ese grupo tenemos a esireptococos esculing
positivos (Frecuentemente S.uberis, ocasionalmente enterococos ),
estafilococos coagulasa-negativos diferentes tipos de estafilococos

como el S.aureus y coliformes como Escherichia coli. (Wolter et
al.,2001).
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Ei crecimiento de S. aureus en alimentos tiene gran importancia
por tratarse de un microorganismo capaz de producir una poderosa

enterotoxina que al ingerirse causa intoxicaciones alimentarias (NOM.
115-1.1994)

Las enzimas que intervienen en la produccidén de infecciones
estafilocdcicas son capaces de incrementar las caracteristicas invasivas
de microorganismos, como la Coagulasa, que convierte la protrombina

en trombina que a su vez transforma fibrindgeno en fibrina (Carter et
al.,1994).

Asi como la Proteina A gue es un componente de superficie en
cepas de S.aureus, que tiene la propiedad unica de unirse a ia regién Fc¢
de 1gG que colabora en la patogenia. El procedimiento serolégico Cutil,
coaglutinante, depende de la Proteina A (Carter et al.,1994).

S.aureus tiene capacidad para invadir tejidos, producir abscesos,
pustulas en la piel, osteomelitis, endocarditis, neumonia, meningitis,

bacteremia y septicemia (Berri et ai.,2000. Bes et al.,2000. Bourry et
al.,1997).

La respuesta inflamatoria a ia infeccién moviliza los neutréfilos al
sitio de invasién, 1o cual desencadena la respuesta pidégena. Se forma un
absceso seguido por rotura de la piel y drenaje de pus a la superficie.
Los productos extracelulares de S.aureus intervienen en el desarrolio de

la infeccién albergando niveles de10 ala 2 y 10 a la 4 ufc/ml (de Santos
et al.,1981. Carter et al.,1994).

Las cepas de S.aureus poseen antigenos capsulares y algunos de
superficie son los mas inmunogénicos. Sin embargo, se considera que su

valor es dudoso en la prevencién de mastitis {Bes et al.,2000. Carter et
al.,1994).

El S. aureus produce cuando menos tres leucocidinas gque actlan
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en macréfagos y leucocitos polimorfonucleares, destruyendo su
membrana y favoreciendo a la pérdida de sus granulos gue actuan

dentro del fagocito destruyéndolo (Wolter et al.,2004. Berri et at.,2000.
Bes et al.,2000).

2.13. La Utilizacién de la PCR (Reaccién en cadena de |la polimerasa).

En el diagnéstico de patdégenos en alimentos. En los Gltimos afios.
El extraordinarioc auge experimentado por la biologia molecular ha
conducido al desarrollo de técnicas genéticas que permiten Ia
identificacién rapida de microorganismos especificos en cultivos puros.
Eliminando algunas de las limitaciones de los metodos convencionales.
La PCR es actualmente una herramienta imprescindible en los en los
laboratorios de investigacién en todo el mundo y se emplea rutinaria

mente para la identificacion de microorganismos patégenos.

La PCR fue desarrollada por Kary Mullis en 1983 quién ided un
procedimiento para la amplificacion de las secuencias de ADN
especificas basada en el mecanismo dela replicaciéon del ADN celular,
Sin embargo, el primer trabajo experimental utilizando esta técnica fue
realizado por Saiki y col.,1985; esta técnica conocida universalmente

como PCR, ha revolucionado los campos mas diversos de la ciencia
(Mullis,1990).

Actuaimente, ademdas de la técnica de PCR clasica, existen entre
otras modalidades de PCR como son: RT-PCR (Reverse Transcriptase),
PCR multiple, PCR anidada, Touch-dowm-PCR, PCR inverso, AP-PCR
(arbitrary primers), RACE (Rapid Amplification of c¢cDNA Ends),
asociaciones de PCR con otras técnicas como: RFLP's (Restrictidn
Fragments Length “Polimorphisms Analisis”, RADP’'s (Random Amplified
Polymorfhic DNA) y técnicas de amplificaciéon distintas de la PCR
(PCR,328), (Walker y Gingold, 1997, McPherson y Moller, 2000)
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Las aplicaciones de la PCR son demasiado numerosas. Debido - a su
alta sensibilidad y especificidad, esta técnica es una de la mas utilizada
para la confirmacién del diagnéstico. La introduccion de ta PCR a la
industria de los alimentos, ha permitido de forma espectacular
incrementar la sensibilidad de los métodos de deteccion de
microerganismos patégenos y alternantes. Sin embargo, su aplicacién al
analisis de alimentos se encuentra todavia en sus fases iniciales. A
pesar de los obstaculos gque pueda encontrar en medios tan complejos
como los alimentos. La técnica de PCR tiene un futuro prometedor como

fécnica rutinaria de identificacién de microorganimos en muchos
sustratos.

La PCR se ha aplicado en la identificacién de bacterias patbégenas
principalmente: Listeria monocytogenes, (Nierderhauser y col., 1992),
Campylobacter jejuni (Wegmuller y col., 1993), Staphylococcus aureus
(Backer y col., 1998), Escherinchia c¢oli, (Franch y col., 1998),
Salmonella spp. (Aabo y col., 1995, trkov y col., 1989., Soument y col.,
1997), cepas enterotoxigénicas de E. Coli (bej y col., 1990), en algunos

alimentos como leche, huevo, pollo, pescado, alimentos marinos entre
otros.

Consiste en la sintesis enzimatica in vitro de millones de copias de
un segmento especifico de ADN, esta ingeniosa y novedosa metodologia
esta causando una nueva revoluciéon en el analisis y manipulacién del
material genético (Karp.19986).

La reaccidén en cadena de la polimerasa se aplica a el proceso
bioquimico in vitro, mediante el cual las cadenas individuales de ADN
blanco son duplicadas por la ADN polimerasa en cada uno de los ciclos
(generalmente entre 20 y 30 ciclos) que integran la reaccién, al final de
cada uno de los cuales [as nuevas cadenas vuelven a ser duplicadas por
la misma enzima, lograndose una produccion exponencial de millones de
copias del gen o segmento de ADN especifico sometido al proceso en

general, los componentes requeridos para una RCP son, ADN iniciadores
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(oligonucledtidos) especificos que flanquean el gen o segmento que
actua como blanco para ia amplificacién, mezcla de desoxinucledtidos

(dNTP’s), solucion amortiguadora de reaccién, y ADN polimerasa (Cold
et al.,1989)

En la microbiologia la PCR se ha utilizado en el diagnéstico rapido
y preciso de infecciones producidas por bacterias particularmente
aguellas dificiles de detectar por analisis microbioldgico directo y
cultive (Cold et al.,1989).

2.13.1. Los oligonucledtidos

Estos oligonucledtidos tienen las sucesiones diferentes, son
complementarios de la plantilla ADN, o elige el segmento ADN que sera
amplificado , la plantilia de ADN se desnaturaliza primero calentando en
el presente por un exceso molar grande de cada uno de los
oligonucledtidos y los cuatro dNTPs, |la mezcla de la reaccidon se
refresca entonces a una temperatura que permite al oligonucledtido
cebador templar su blanco de sucesiones, después de que los cebadores
templados son la pieza extendida del ADN de polimerasa , el ciclo de
naturacién, el recocido, y Ia sintesis de ADN se repiten muchas veces,
los productos de secuencia de amplificacién, asi como las plantilias para
el producto de ADN deseado (Giovannoni et ai., 1988).

2.13.2. Producto de la reaccion

El producto mayor de esta reaccidn exponencial es un segmento
de ADN doble-dejado cuyos términos son definidos por la distancia
entre los cebadores del oligonucleétido y de quien ta longitud es
definida por la distancia de los cebadores, ademas se genera una
molécula de ADN mas larga durante la reaccidén, por ejemplo, los
productos de un exitoso cebador redondo de amplificaciéon, que se
clasifican segun el tamafo de molecula de ADN cuyos larges pueden
exceder la distancia enire los sitios obligatorios de los dos cebadores,

en la segunda ronda, estas moléculas generan ADNs de longitud definida
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que aumentara en una moda exponencial en las rondas mas tarde de
amplificacién y productos de forma testimonial de la reaccién. Aunque
las moléculas mas largas continGan siendo producidas de la plantilla

original ADNs en cada ronda, ellos sélo aumentan a una proporcién
(Lorenz et al.,1998).

Secuencia del gen Spa, que codifica para la proteina A de S.
aureus.

A continuacion se muestra la secuencia del gen Spa y la

focalizacion de los cebadores seleccionados (sombreado) en la que

se puede observar que el fragmento a amplificar es de (270 pb).

1 tgaagctcaa caaaatgctt tttatcaagt gttaaataty cctaacttaa
acgctgatca

61 acgtaatggt tttatccaaa gccttaaaga tgatccaagc caaagtgcta
acgttttagg

121 tgaagctcaa aaacttaatg actctcaagc tccaaaagcet gatgcgcaac
aaaataactt

181 caacaaagat caacaaagcg ccttctatga aatctigaac atgcctaact
taaacgaagec

241 gcaacgcaat ggtttcattc aaagtcitaa agcgatcca agccaaagca
ctaacgttt '

301 aggtgaagct aaaaaattaa atgaatctca agcaccgaaa
gctgacaaca atttcaacaa

361 agaacaacaa aatgctttct atgaaatctt gaacatgcect aactigaacg
aagaacaacg

421 caatggtttc atccaaagct taaaagatcaa cccaagtcaa agtgctaace
ttitagcaga

481 agctaaaaag ttaaatgaat ctcaagcacc gaaagctgac aacaattica
acaaagaaca

541 acaaaatgct ttctatgaaa tcttacattt acctaactta aacgaagaac
aacgcaatgg

601 tticatccaa agcttaaaag atgacccttc agtgagcaaa gaaattttag
cagaagctaa
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661 aaagctaaat gatgcacaag caccaaaagc tgacaacaaa
ttcaacaaag aacaacaaaa

721 tgctttctat gaaattttac atttacctaa citaactgaa gaacaacgia
acggcttcat

781 ccaaagcctt aaagacgatc cttcagtgag caaagaaatt ttagcagaag
ctaaaaagct

841 aaacgatgct caagcaccaa aagaggaaga caataacaag
cciggcaaag aagacggtaa

901 caagcctggt aaagaagacg gcaacaaacc tggcaaagaa
gatgcaaag aagacggcaa

961 agaagacggc.
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3.0. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En México el diagnédstico de la mastitis bovina se basa en lIa
prueba de California, lo cual es aplicada por su eficiencia ya que
presenta reacciones positivas, otro método utilizado es la identificacion
de las lesiones macroscéopicas a partir de ia inspeccién en los pezones o
la ubre, actividad que se ve limitada porque sélo se podra detectar las
lesiones de 1a mastitis visibles mas no internas, y por ultimo el
aislamiento bacteriologico del S. aureus, el cual requiere de personal
capacitado para la toma de las muestras asépticas y realizar un
aislamiento bacterioldégico que llevard de 24 a 48 horas para llevar el
primer crecimiento de las colonias bacterianas, se tiene que realizar las
pruebas bioquimicas y de escrutinio para identificacion vy realizar una
identificacién morfologica de las colonias para después realizar un
cepario de puro S. aureus después con un diagnostico molecular
determinar la presencia de los genes Coa y -Spa para la caracterizacidén
de un polimorfismo genético del S. aureus mediante PCR, ya que el
diagnostico molecular es importante por su especificidad para cada
secuencia nucieotidica de los genes del S. aureus, permitiéndonos una
identificaciéon mas precisa del patégeno.

El presente trabajo aporta a !a ganaderia lechera datos sobre las
relaciones filogenéticas y epidemioldgicas de las diferentes cepas de S.

aureus que sean aisladas de vacas que presentan mastitis en la zona
lechera de Zapottanejo Jal.
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4.0. JUSTIFICACION:

Para controlar esta enfermedad “mastitis” no sélc debe ser
econdémica, sino también de salud y para tener éxito debe ser un proceso
continuo en todos los hatos y no debe estar limitado a situaciones de
crisis porqué se pierde todo lo ganado.

No controlar la mastitis en un hato lechero es igual a tirar la leche,
porgque las vacas infectadas representan indices altos de la mastitis y
producen menos leche que las no infectadas.

Respecto a la calidad de ja leche que se proporciona a bebes,
nifos, ancianos y demdas poblacidon, E! plublico espera tener estandares
de calidad mas altos que para otros alimentos que dependen de la
calidad de la leche que sale de |la granja.

Los cambios en la composicion de la leche de vacas con mastitis
(reduccion de calcio, fésforo, proteinas y grasa e incremento en sodio y
cloro) reducen su calidad. Ademas hay que considerar los antibidticos
que se usan para tratar la mastitis que preocupa en la industria y a la
salud plblica, que ademas interfieren en el proceso de eiaboracion de
quesos y otros productos fermentados; y tambiéen pueden causar

reacciones anafilacticas y resistencia de los microorganismos a los
antibiéticos.

Es importante subrayar que debe haber programas de educacidn
continua para el control de mastitis, calidad de la leche, produccién

Lactea que permitan a los ganaderos aumentar su eficiencia,
competitividad y ganancias.

lLa industria agropecuaria, los productores y los campesinos son el
motor que impulsa el desarrollo econdmico de las naciones, aquellos

paises incapaces de producir su propia alimentacion no podran competir
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en ia economia global que cada vez avanza mas.

El éxito de un programa de Control de mastitis y Calidad de la
leche requiere de aumentar la producciéon Lactea para autofinanciarse y
ila coordinacién de esfuerzos en donde todos los involucrados deben
hacer las mismas recomendaciones para no crear confusiones, que
permitiran implementar las decisiones tomadas. Para poder realizar este
tipo de programas son necesarias investigaciones como la presente, ya
que no unicamente plantea el estudio de bacterias tan importantes como
el S. aureus sino que también utiliza nuevas técnicas de diagnostico

molecular para un mejor estudio de los microorganismos.
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5.0. HIPOTESIS

Si se estudian las cepas aisladas de S. aureus con técnicas de
biologia molecular, se puede obtener la tipificacién precisa del
microorganismo, lo cual servira como una herramienta auxiliar para el
control y prevencion de la mastitis en bovinos productores de leche en el

estado de Jalisco.




60

6.0. OBJETIVO GENERAL

Identificar y tipificar S. aureus como agente causal de mastitis

bovina, en el municipio de Zapotlanejo en el Estado de Jalisco ,

6.1. OBJETIVOS PARTICULARES

6.1.1. Aislar e identificar las cepas de 8. aureus relacionadas con

mastitis, mediante pruebas bioquimicas y PCR.

6.1.2. Determinar la incidencia de §. aureus en bovinos productorés de

leche en la zona de Pueblo Viejo, municipio de Zapotlanejo Jalisco.

6.1.3. Determinar la presencia de los genes Coa y Spa vy polimorfismo

genético (de los genes de la proteina A y de la Coagulasa } del S,
aureus, mediante PCR.




61

7.0. MATERIAL Y METODOS

7.1. Colecta aséptica de muestras de leche

Una técnica aséptica en la colecta de muestras es esencial para
evitar la contaminacién por microorganismos provenientes del exterior
de la glandula mamaria y también fue necesario un manejo posterior
apropiado, de las muestras de leche.

7.2. Toma de muesiras

La toma de las muestras para un examen bacteriolégico fue
totalmente aséptica, asi como su trasliado al laboratorio. Antes de tomar
las muestras, las tetas de las vacas fueron desinfectadas con etanol al
70%, posteriormente se realizo e! lavado de los pezones para retirar
suciedad, se evito un escurrimiento de agua que pudiera contaminar el

conducto del pezén o el tubo de ensayo, se procedio al secado.
Colecta de muestras.

Se eligieron 4 establos de Pueblo Viejo en la region de Zapotlanejo
Jalisco. El procesamiento de las muestras se efectud en el Laboratorio
de Mastitis y diagnostico molecular del Depto. de Medicina Veterinaria

del Centro Universitario de Ciencias Biologicas y Agropecuarias.

Se tomaron dos muestras de leche de 300 vacas por época del
aflo; que corresponde a la época de secas de marzo-mayo, y lluvias de
junio-octubre, Al iniciar con el proceso, la asepsia de las manos fue por
inmersién en el desinfectante de yodo al 75%; antes de manipular la
ubre, se abridé el vial de muestreo, manteniendo el tapén boca abajo en
fa misma mano que el vial, el cual se mantuvo tan cerrado como fue

posible para minimizar la entrada de polvo.
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7.3. Presencia de lesiones

La presencia de lesiones cercanas al apice del pezdn se
registraron, ya que éstas pueden contribuir a la presencia de patégenos

en la muestra, anie la ausencia de infecciones intramamarias.

7.4. Preparacion de los pezones.

Se desinfecto el final del pezdédn antes de hacer la coleccion de
muestras. Unicamente si los pezones visiblemente presentaban suciedad
se lavaron usando una solucion desinfectante de 60 ppm de yodo

disponible, secando por completo con una toalla de papel desechable.

Se desecharon los primeros 10 a 15 ml de leche, enseguida se
iimpio el final del pezén y el orificio durante 10 a 20 seg. con toalias de
pape! desechables en alcohol al 70%. Se elimino el exceso de alcohol y

se seco el pezdén sin tocar el orificio.

Al colectar la muestra de leche se presiono ligeramente el pezdn y
de preferencia con un solo apretén. El final del pezén no toco el borde
del vial, el cual no se lieno a mas de dos tercios de su capacidad. Se

evito tocar el final del pezén entre la limpieza y fa colecta.

7.5. Transporte de muestras

Los tubos con las muestras se transportaron hacia el laboratorio
en un tiempo no mayor de dos horas, en una hieiera con una gradilia en
su interior agregando hielo o un refrigerante para evitar que el exceso
de calor y que se alterara la muestra.

7.6. Procesado de las muestras
El procesado de las muestras se realizo inmediatamente después
de la llegada de las mismas al laboratorio, evitando un almacenamiento

mayor de 24hrs. y manteniéndolas a una temperatura entre 4 a 5°C.
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7.7. ldentificacion de mastitis.

La Prueba de California se utilizo en la deteccién de mastitis,

registrando los resultados obtenidos para cada una de las muestras,

7.8. lidentificacidn morfoldgica y bioquimica

Las muestras fueron adecuadamente homogenizadas, debido a que
las bacterias se concentran en la capa de grasa de ta leche. En caso de
que algunas muestras hayan sido refrigeradas, antes de mezclarlas se
sometieron una temperatura de 17°C (+-1°C).

7.9. Cultivos bacteriolégicos

Se realizaron siembras de las muestras con 0.05 ml por extensidn
en superficie de toda la placa de agar sangre para distinguir faciimente
entre los espacios las colonias de estafilococos. La temperatura de

incubacion fue de 36°C (+-1°C) y los crecimientos se examinaron
después de 24-48 hrs.

7.10. Medios de cultivo

Se  hicieron los cultivos en agar con 5% de sangre de ovino,
después de la incubacién las cajas fueron examinadas
morfolégicamente, didmetro y produccién de hemélisis. (BAM.2000.
NOM.115-1 1995) se identificaron las colonias sospechosas por la
prueba de catalasa, tincién de Gram, coagulasa, termonucleasa,
produccién de acetoina, fermentacién anaerobia de manitel, y maltosa.
(BAM.2000. Bergey's.2000) comparando las pruebas con una cepa de
referencia S.aureus. ATCC 25923 1-Lote 3202024.

7.11. Aislamiento de S. aureus

Coco gram positivo que se desarrolla en medios de cultivo
selectivo y diferencial, gue dio positiva la prueba de coagulasa,
termonucleasa, y produjo en agar sangre colonias cremosas, color gris-
blanco y ocasionalmente amarillo oro, de 3 a 5 mm de diametro con

zonas tipicas de hemdlisis (produjo una zona clara de completa lisis de
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los gloébulos rojos, generalmente de 2 mm) o ( produjo una zona de
oscurecimiento de los gldébulos rojos), estas cepas fueron cominmente
coagulasa positivas. Algunas cepas fueron no hemoliticas, o bien,
produjeron zonas estrechas (1mm o menos) bien definidas de completa

hemdblisis debido a la B-toxina, generalmente fueron coagulasa positivas
(NOM. 115-1 1995 . Watts et al., 1989).

7.12. Disefio Experimental.

La clasificaciédn e interpretacién de la prueba de California para
los porcentajes de mastitis se realizo mediante |la aplicacién del método
propuesto por ( Saran et al., 2000. Chaffer et al.,2000. Medina et
at.,2003. Montaldo et al., 2003. Gutiérrez et ai.,2003). Se realizd el

andalisis estadistico por un Disefo Factorial prueba de Medias (LSD).

7.13. ldentificacion de S. aureus mediante el método de Reaccidon en
Cadena de !a Polimerasa (PCR).

 7.14. Taq Polimerasa
Para la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) se utilizo una
enzima Illamada Taq. Polimerasa, Para multiplicar rapidamente un

pegueno fragmento de ADN, cada cicio de PCR consto de tres fases:
(Straub and Hammes 1999)

7.15. Ciclos de PCR

1°- Desnaturatizacidén: se caliento el ADN a 90-95°C durante 30seg,
esto provoco la separacion de las cadenas que lo forman.

2°-Templado:. se redujo la temperatura de la mezcla hasta 55°C
durante 20seg. Para que los cebadores nucledbtidicos o fragmentos
indicadores se enlazaran con las cadenas de ADN.

3°-Polimerizacidn: la temperatura de la mezcla se elevo de nuevo
hasta 75°C para que la enzima polimerasa copiara rapidamente el ADN

de la molécula presente en la reaccion.
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7.16. La extraccidon del ADN para S. aureus.
La extraccién del ADN se realizo de la siguiente forma:

Se utilizaron de un cultivo (caldo) de medio BHI se tomaron 400 pl de
cuitivo que equivale aproximadamente 10 a la 8 bacterias. Se
centrifugaron durante treinta seg. a 16.000g (11.500 rpm) una vez
centrifugado se decanta e! medio y el botén de bacterias se resuspendio
en 200 ul de lisosima (10.0 ng/ml H20). va resuspendidas las células se
incubaron por 10 minutos a 37°C. posteriormente se le agrego 8ul de
proteinaza K (10mg/ml) y 600ui de Buffer (0.1M Tris pH=7.5); las células
en suspensién se incubaron a 37°C por 10 min. y finalmente se

colocaron en un bafo de agua hirviendo durante 5 minutos. (Cold et
al.,1989, Naresh et al., 2000).

7.17. Espectrofotometria de ADN de las cepas S. aureus.

IDENTIFICACION L 260.0 L 280.0
Factor 33.00 Factor 1.000
1,1000. Abs Result.  Mg/mi Abs Result. Mg/ml.
SPA 0.0474 1.5642 0.0200 0.0200
SPA 0.0713 2.3516 0.0433 0.0433
SPA 0.0637 2.1026 0.0375 0.0375
SPA 0.0368 1.2162 0.0220 0.0220
SPA 0.0348 1.1476 0.0185 0.0185
COA 0.0407 1.3228 0.0207 0.0207
COA 0.0229 0.75686 0.0043 0.0043
COA 0.0300 0.9916 0.0149 0.0149
COA 0.0389 1.2822 0.0189 0.0189
COA 0.0293 0.9662 0.0095 0.0095
COA 0.0653 2.1545 0.0435 0.0435
COA 0.0682 2.2497 0.0462 0.0462.
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7.18. PCR.

10 microlitros de lisado celular (DNA) se adiciono a una mezcla de
PCR la cual contenia lo siguiente: Buffer de PCR 1X (50mM KCL, mM
Tris HCL), MgCl21.5mM, dNTPs 0.2mM (dATP, dTTP, dGTP,dCTP),
iniciadores sentido y antisentido a 1mM y la Tag DNA polimerasa 1.U/Rx
(Reaccidén) a un volumen de 50 microlitros .

7.19. Secuencia de los Cebadores.

Una desnaturalizacién inicial a 95°C durante 5 minufos, seguido de
40 ciclos ios cuales cfuno de ellos consto de 30 segundos a 95°C |, 2
minutos a 55°C y 4 minutos a 75°C.

7.20. Agarosa.
Al 2%. Se pesaron 0.6g, se disclvieron en 30 ml| de Buffer TBE ya

disuelto se le anadié 1.2ul de bromuro de etidio y se vacié a |la camara
de electroforesis esperando su solidificacién

7.21. Electroforesis
Se hizo una electroforesis de agarosa al 2% para poder visualizar
los productos de PCR y se tifio el gel con bromuro de etidio, se utilizo

un marcador de peso molecular el QX174RF para distinguir los
fragmentos de interés.

7.22. Determinacidén del gen Spa y Coa

Para determinar el gen Spa, que codifica para la proteina A fue
determinado por el método de (Frenay et al.1995). Se aplico el ADN
usando los siguientes cebadores 5 CAAGCACCAAAAGAGGAA-3, vy
5"CACCAGGTTTAACGACAT-3 y para amplificar el gen de Coagulasa se
utitizo como cebador 5 -AAAGAAAACCACTCACATCA-3 .y 57-
AAAGAAAACCACTCACATCA-3 . El producto del PCR (10mi) fueron
digeridos con 10 unidades de la enzima endonucleasa Alul (Gen de la
Coagulasa) de restriccion. Enseguida los productos de PCR Y los
fragmentos digeridos de restricciéon se detectaron por electroforesis en

gel de agarosa ( 40 g/l ) en presencia de bromuro de etidio. (Cold. 1989,
Jayarao te al,. 1991. Wolter et al.,1989).
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8.0. RESULTADOS

8.1. Prueba de California.

En el cuadro No. (9) se presenta los resultados de la prueba de
California; Para deteccién de mastitis, se muestrearon en total 4

establos con una poblacién total de vacas de 140, 140, 50 y 50
respectivamente.

El muestreo se realizo Unicamente en las vacas en produccidn, por
lo que el total de animales muesireados es de 97, 120, 39 y 44 de

acuerdo al orden de los establos el total de animales muestreados es de
300.

8.2. Epoca del afio.

En relacidn a la época del afio que se realizaron los muestreos, se
consideraron dos periodos uno de lluvias y otro de secas, en el cuadro
se puede apreciar el namero de animales positivoes y negativos para
cada uno de los periodos resultando 91 positivos y 6 negativos para el
establo numero 1; 107 positivos y 13 negativos para el establo numero
2; 39 positivos y 0 negativos en el establo namero 3; 31 positivos y 13
negativos en el establo nimero 4; en época de lluvias; en tanto gue en
el periddo de secas los resultados fueron de 73 positivos y 24 negativos
para el establo 1; 111 positivos y 9 negatives para el establo 2; 28
positivos y 10 negativos para e! establo 3, y finalmente 14 positivos y 30
negativos respectivamente para el establo nimero 4.
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Cuadro 9. Resultados de la prueba de California.

POBLACION VA(EZAS ANIMALES MUESTRADOS PORCENTAIJE
ESTABLO TOTAL EN
WVACAS PRGCD LLUVIAS SECAS LLUVIAS SECAS
+ - + - + - + -

1 140 97 o 6 73 24 97.81 6.19 75.26 2474
2 140 120 107 13 111 9 89.17 10.83 92.5 7.5

3 50 39 39 0 29 10 100 0 74386 25.64
4 50 44 3 13 14 30 70.45 29.55 91.82 68.18
TOTAL

4 380 300 268 227 227 73 89.35 10.67 7555 24.33

8.3. Porcentajes positives y negativos

Los porcentajes relativos de negativos y positivos son del
establo 1, con 93.81% positivos v 6.19% de negativos, del establo 2, se
obtuvo un porcentaje de positivos del 89.17%, v de negativos 10.83%, en
el establo 3 se encontrd un 100% de positivos. por ultimo en el establo

4 se aprecio un porcentaje de 70.45% positivos y el 29.55% de negativos
durante la época de lluvias.

8.4. Porcentajes por época del ano

En la época de secas los porcentajes fueron 75.26%(+) vy 24.74%();
92.5% (+) vy 7.5%(-); 74.36%(+) y 25.64%(-); 31.82%(+) y 68.18%(-)
respectivamente.

8.5. Porcentajes totales

El total de los porcentajes fueron de 89.35% positivos y 10.67%
negativos en la época de lluvias en tanto que los porcentajes totales
para la época de secas fueron de positivos 68.48%; y negativos 31.51%.

en la (tabla 9) se resumen los resultados anteriormente descritos.




Cuadro 10. Deteccidn

California.
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de cuartos afectados mediante la prueba de

CAL C.A.D. C.P.lL C.P.D.
ESTABLO | CUARTOS | LLUV. SEC LLUV SEC LLUV SEC LLUYV SEC
+ - + - + - + - + - + _ + - + -
1 388 55 12 47 50 85 12 38 59 80 17 473 54 77 20 43 54
2 480 103 17 74 46 101 19 68 52 98 22 67 53 102 18 70 50
3 200 32 7 13 26 34 5 18 21 29 10 20 19 30 9 17 12
4 2049 13 31 3 41 22 22 8 36 19 25 6 38 28 16 9 35

{(CAl)Cuarto Anterior lzquierdo.

(CAD) Cuarto Anterior Derecho. (CPIl)

Cuarto Posterior izquierdo. {CPD) Cuarto Posterior Derecho. (LLUV) Lluvias.
(SEC) Secas.

Cuadro 11.

Porcentajes

totales

de Cuartos

negativos segun época del arfio por establo.

positivos

C.A "C. A D.
LLUV. SEC. LLUV. SEC.
+ - + + - + -
E 1 21.91 3.10 112,11 12.89] 21.91| 3.09 9.8 156.3
E 2 21.46 3.55 | 15.42 9.5 21.1 3.96 14.17] 10.84
E 3 16 3.5 13.5 13 17 2.5 9 10.5
E 4 6.5 15.5 1.5 20.5 11 1 4 18
C.P.l C.P.D.
LLUV. SEC. LLUV. SEC.
+ - + - + - + “
E1] 20.62 4.38 11.1 13.82 19.85 5.15[ 11.1 13.92
E2] 20.42 4.58 13.98] 11.04 21.25 3.75[ 14.58[ 10.42
E3| 14.5 5 10 9.5 15 4.5 8.5 6
E4| 9.5 12.5 3 19 14 8 4.5 17.5

Y

{CAl) Cuarte Anterior lzquierdo. {CAD) Cuarto Anterior Derecho. (CPI} Cuarto
Posterior lzquierdo. (CPD) Cuarto Posterior Perecho. (E1) Establo 1. (E2) Establo 2.
(E3) Establo 3. (E4) Estable 4. (LLUV} Lluvias. {SEC) Secas.




8.6. Analisis estadistico

Tabla 1.
1.2.3.4.>

B = SECAS
A =LLUVIAS

el porcentaje de mastitis en cada combinacion
Epoca A. B.* Pez6n 1.2.3.4.* .
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%
87.6
87.6
82.5
794
48.5
39.2
44.4
44.4

858

84.0
81.7
85.0
61.7
56.7
55.8
584
821
87.2
74.4
76.9
69.2
46.2
51.3
43.6
205
50.0
43.2
63.6

6.8
18.2
13.6
20.5

70

Establo
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Tabla 2. Se aprecia el factor establo, como época del afio fueron significativos, siendo mas

importante este ultimo.

Anaiisis de Variaza para Mastitis - Tipo Ill Total de Cuartos

Origen Suma de Cuartos Df Media Cuartos F-Proporcion P-Valor
EFFECTO PRINCIPAL
A: Establo 8220.69 3 2740.23 44.99 0.0000
B: Epoca 7875.12 1 7875.12 129.29 0.0000
C: Pezdn 53.6062 3 17.8687 0.29 0.8297
INTERACCION
AB 241.562 3 80.5208 1.32 0.2938 }
RESIDUAL 1279.08 214 60.9085 |

TOTAL (CORRECTED) 176701 31

Todos F- Proporcion esta basada en el residual media cuadrados error.
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Grafica 7. Se muesira la prueba de medias para época del afio donde se aprecia que la época

A (lluvias) el nivel de infeccién por pezdn es significativamente mas alto,

Means and 95.0 Percent LSD intervals
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Grafica 8 Diferencia de medias entre establos de donde se aprecia que los establos 1,2y 3

tienen un nivel de mastitis significativamente mas alto y e! establo 4 el nivel mas bajo,

Means and 95.0 Percent LSD Intervals
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Grafica 9: Se muestra la interaccion entre época del afio y establo. A hi se aprecia que en la

época de lluvias en todos los establos se tubo un mayor porcentaje de mastitis

Interactions and 95.0 Percent LSD Intervals

100 F 1 Epoca
i i —A
80 - 4 H B
= 60 : I
= N N B
3 | o A
40 + -
S : \ ,
20 | - N .
0t ]
1 2 3 4
Establo
A = LLUVIAS

B = SECAS.




75

Grafica 10: Se muestra la grafica de residuales contra predichos. Esta grafica permite verificar

el supuesto de varianza constante entre los tratamientos

Residual Plot for Mastitis
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Grafica 11 Se muestra el analisis del porcentaje de mastitis por establo segin época del afio.

1 A 93.81
1 B 75.26
2 A 89.17
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Grafica 12. Se muestra el analisis del grado a la prueba de California por establo de mastitis.

Tabla de medias por establo
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Grado de la prueba de California

Se utilizo un disefio Factorial con dos factores ( 4 niveies ) y época del afio

( con dos niveles) y el pezén de la vaca se utilizo como factor de

bloqueo 4 niveles *, ( Gutiérrez et al ., 2003) lo cual se generaron 4

repeticiones por cada tratamiento y, se incremento la precision del
estudio al considerar la posible diferencia en el porcentaje de mastitis
entre los cuatro pezones. La variable de respuesta fue el porcentaje de
mastitis en cada combinacion Establo™ Epoca * Pezén*,. Como se
muestra en la tabla ( 1 ). El analisis de varianza para verificar la
significancia de los factores estudiados se hizo con el Software
Statgraphics Plus Versiéon 5.1 tal analisis de varianza para el disefio
indicado antes se muestra en la tabla ( 2 ) a partir dela cual se aprecia
tanto el factor establo como época del afio fueron significatives siendo
mas importante este ultimo. EI factor de b'loqueo pezén no fue
significativo. Esto gquiere decir que el porcentaje de mastitis entre los
diferentes pezones en una misma vaca se puede considerar similar
estadisticamente ablando.
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En la grafica (7) se muestra la prueba de medias (LSD) (Gutiérrez
et al.,2003) para época del afo donde se aprecia claramente. Que la
época A (lluvias) el nivel de infeccién por pezén es significativamente
mas alto, en la grafica (8) se muestra esta misma prueba del (LSD) para
la diferencia de medias entre estabios de donde se aprecia que los
establos 1,2 y 3 tienen un nivel de mastitis significativamente mas ailto y
el establo 4 el nivel méas bajo,. En la grafica (9) se muestra la
interaccién entre época del afio y establo. A hi se aprecia que en la
época de lluvias en todos los establos se tubo un mayor porcentaje de
mastitis, se destaca ligeramente el establo 1 que tiene un porcentaje de
mastitis menor que el del establo 2 en la época de secas.

La diferencia entre épocas del afio era algo esperado ya que la
lluvia propicia el crecimiento y desarrollo de microorganismos patégenos
por medio del estancamiento de agua con suciedad que facilita las
infecciones, pero las diferencias entre establos seria contrario a lo
esperado ya que se esperaria que los establos rusticos estarian mas
infectados por la falta de higiene en los establos o echaderos de las
vacas, pezones menos higiénicos y manos del ordefiador sucias y la
facilidad con que se pueda transmitir la infecciobn de un pezén a otro.

Sin embargo el establo 4 gue era e! rustico o manual resulto ser con el
menor nivel de mastitis.

En la grafica (10) se muestira la grafica de residuales contra
predichos. Esta grafica (Gutiérrez et al., 2003) permite verificar el
supuesto de varianza constante entre los tratamientos. Como se aprecia
en la grafica los puntos se distribuyen en forma més o menos aleatoria a
lo ancho y largo de la grafica lo que indica que tal supuesto si se
cumple y en ese sentido las conclusiones obtenidas con el analisis de

varianza son consistentes y validas.

En la grafica (11) se muestra el analisis del porcentaje de mastitis

por vaca, considerando gue una vaca tiene problemas de mastitis si por
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lo menos uno de sus pezones esta infectado. Aqui no es posibie hacer
un analisis de varianza puesto que no hay grados de libertad para el
error. De la grafica se aprecia tendencias similares a las comentadas
previamente para el analisis por pezdén excepto en el establo 2 donde el

porcentaje de mastitis por vaca resulté similar en ambas épocas del
ano.

Tipificacion de S. aureus por PCR

Una vez que se obtuvo crecimiento bacterioldgico en los
cultivos

Anteriormente citados. Se les practico la prueba de PCR para identificar
una secuencia blanco en el ADN del S. aureus, el citado procedimiento
diagndstico comprendié en su primera etapa a la obtencién del ADN de
las 70 cepas puras del S. aureus aisladas, seguida de la amplificacion
por PCR, y finaimente se observé el producto de 270 pb por medio de Ia
electroforesis, las muestras se consideraron filogenéticamente positivas
al coincidir ia banda en el espacio 2 0 3 de la banda testigo, de acuerdo
con el procedimiento usado por Wolter y Col.2001 (Figura 2).

Obtencion del ADN gendmico del S. aureus

Se obtuvo el ADN para la realizacién de la PCR de las siguientes
muestras:

ADN de 70 cultivos puros de S. gureus.
ADN de un cultivo de referencia ATCC 25823 de S. aureus.

Desarrollo de la reaccion en cadena de la polimerasa a partir de

cultivos puros de S. aureus para probar la eficiencia de 1os cebadores.

l.La eleccion de los cebadores se tomo de Wolter et al.,, 2001, De la
informacién bibliografica, citada se eligidé el gen Spa y coa, que

codifican para una proteina A, (regién X) Spa-5"CAA GCA CCA AAA GAG
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GAA 3°. Spa- 3’CAC CAG GTT TAA CGA CAT 5. vy el gen Coa que
codifica para la region Fc de 1gG Coa-5" ATA GAG ATG CTG GTA CAG G
3" y Coa-3’GCT TCC GAT TGT TCG ATG C5°. secuencias especificas

gue reconocen Unicamente los serotipos de S. aureus.

Se logro optimizar las condiciones para la reaccién a partir del
ADN exiraido de la especies de S.aureus, esto demuestra que los
procesos de blusqueda bibliografica y el control de las condiciones
experimentales fueron las correctas. En la fase preliminar se comprobd
ia eficiencia y especificidad de los cebadores al realizar PCR a la
especie aureus y las bacterias de referencia. S. aureus. La figura (2)
muestra los resultados de la prueba de ia especificidad de los cebadores
para el género S. aureus ya que muestra amplificacion de un fragmento
de 920 pb del gen extraido (carril 3.4.5 y 7) lo que confirma Ila

especificidad de los cebadores Unicamente la especie del genero aureus.
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8.7. Polimorfismo del gen Spa.

Spa.
1000 pb
620pb-
520pb-
100pb
Figura 2. Polimorfismo que codifica el gen Spa. | de
Staphylococcus aureus Carril 1, 920bp marcador de peso

molecular X174RF. carril 2, referencia. 620bp. Carril 3,4,5,6,7
520bp.
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Spa . M 1 2 3 4 5 6 7

1000pb

270pb

1000pb

420pb
270pb

100-

Figura 3. Amplificacién del gen que codifica la region X de la
proteina A. carril 1,5. 420pb. Carril 2,7. 270pb, 3,6. 460pb y 4.

300pb.
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8.8. Polimorfismo del gen Coa

Coa.
M 1 2 3 4 5 B 7
1000-
600pb
500-
100-
Figura 4. Polimorfismo del gen

Coa gque codifica a
Staphylococcus aureus carril 1, 800 pb, carril 3, 580 pb. - Carril

4,5,8, 620 pb, carril 7, 680pb.
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Coa

1000 pb-

720pb-

670pb-
500pb-

100pb-

Figura 5. Polimorfismo deli gen Coa que codifica a
Staphylococcus aureus carril 1,2, 5,6 y 7 670 pb. Carril 3, 690pb vy
el carril 4, 720pb.
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Coa

1000-

700pb-
620pb-
500-

100-

Figura 6. Polimorfismo del gen Coa que codifica a
Staphylococcus aureus carril 1, 620pb. Carril 3, 680pb. Carril
4.5,6,7, 700pb.
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9. DISCUSION

Segun Wolter 1999. y Romero. 2004, la variacion en los
porcentajes de mastitis en los hatos lecheros es del 70-80%,
comparando ios porcentajes obtenidos del presente estudic, estos
mostraron porcentaje de mastitis superior a la establecida en otros
estudios, los resultados anteriores determinan una alerta sobre los

riesgos potenciales en la salud publica veterinaria

El S. aureus es un patégeno bacteriano bien estudiado en
infecciones de humanos y animales. Ha sido realizada la caracterizacion
fenotipica de cepas de S. aureus aisiadas de mastitis bovina en varios
paises (Centorbi et al.1992). Sin embargo, actuaimente no se dispone de
informacién sobre las caracteristicas genotipicas de S. aureus aislado
de mastitis bovina en México. En el presente estudio 70 cepas de S.
aureus, aisladas de vacas con mastitis clinica y subclinica del estado de
Jalisco, México. Las infecciones de las ubres de las vacas lecheras, en

este estado, causan graves perdidas econémicas.

De acuerdo con las propiedades fenotipicas de todos los 70
aislamientos en el presente estudio, pudieron ser identificados como S.
aureus. Pudo ser realizada una identificacién molecular mediante la
amplificaciéon de los genes por PCR, que fueron, el segmento del gen
gque codifica para una parte especifica del 235 rARN de S. aureus, los
genes que codifican para la coagulasa (coa) y el gen spa en el segmento
gue codifica la region repetitiva-Xr y la regidén de enlace de la 1gG para
la proteina A. Una identificaciéon similar basada en el PCR con ‘
caracterizacién de S. aureus de origen bovino, ha sido ya realizada por
numerosos autores (Annemuller et al.1999). De acuerdo con los
resuitados del presente estudio, todos los aislamientos de bovinos
investigados, fueron positivos para Spa y Coa, revelaron un tamafo de
S00pb puede generalmente ser encontrado entre las cepas de S, aureus.

Aisladas de casos de mastitis clinica y subclinica, el tamafo del
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amplicon del gen Coa y del gen Spa en el segmento codificador de la
region Xr de la proteina A. Sin embargo, actualmente, aun no esta clara
ta importancia de los tamafnos de los polimorfismos de los genes Coa y
Spa (region Xr) respecto a la situacidén de la mastitis en los respectivos
animales. La presencia de la hemolisina alfa y beta parece tener un
patron tipico en el S. aureus aislado de la mastitis bovina. Esta sugiere
que tal perfil de la hemolisina es necesario para la induccion de la
mastitis en las vacas (Lange et al. 1999). La ausencia del gen Spa para
cepas de S.aureus aisladas de casos de mastitis subclinica puede
afectar su capacidad para inducir la mastitis clinica, debido al papel que
juega este gen para la peneiracién en el tejido, ta multiplicacién y la
inducciéon de la enfermedad (Diges et al. 2000). La capacidad que tiene
S. aureus para adherirse a matrices extracelulares de proteinas, se
piensa que es esencial para la colonizacion y el establecimiento de las
infecciones,. EI S, aureus posee varios genes de adhesion tales como
clfA, fnbA, fnbB, ebpS, cna, fib, fbpA, y map (Smeltzeret al. 1997).

La mayoria de las cepas de! presente estudio (82.5%) fueron Spa,
y las cepas restantes (17.5%) fueron positivas a Coa. Estos resultados
concuerdan con los de (Hensen et al.2000) ambos tipoes fueron
observados en la presente investigaciéon en los aislamientos de mastitis
clinica y subclinica sin ser estadisticamente significativos.

La investigacién presente de S. aureus para los genes que
codifican Spa y Coa mostraron que las cepas aisladas de mastitis clinica
fueron positivas en general para Spa, mientras que las cepas de masiitis
subclinica fueron principalmente positivas para Coa. Sin embargo, aun
no esta clara la relacién de esas diferencias en la regulacién genética
para la situacion respectiva de la mastitis

AWilliams et al. 2000),

Las enterotoxinas producidas por S. aureus son proteinas de
cadena Unica de 23- a 29 kD con propiedades inmunomcoduladoras

potentes. Estas estan situadas en su mayoria en elementos genéticos
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moviles los cuales los capacitan para una transferencia horizontal entre
las poblaciones bacterianas {Novick et al. 2003). La presencia de genes
que codifican para entero toxinas y TSST en los aislamientos de S.
aureus de leche con mastitis varia (Puig et al. 1992). Siendo muy alto en
Japén {(Takeuchi et al. 1998) y rara en Dinamarca (Larsen et al.2000).
De 1los aislamientos bovinos de §S. aureus en Alemania y Suiza

predominaron |os genes de Spa principalmente y Coa en segundo
termino (Stephan et at. 2001).

Las enteréfoxinas se encuentran principalmente relacionadas con
intoxicacion alimenticia en humanos. La ETA es uno de los principales
factores de virulencia de S. aureus relacionado en el sindrome
estafilococcico de piel escaldada en nifios (Haveman et al. 2003). De
acuerdo con las publicaciones anteriores, los genes Spa y Coa si

pudieron ser detectados en cepas involucradas en la presente
investigacion.

Los resultados de ta genotipificacién del presente estudio dan una
informacion acerca de las propiedades genotipicas y de la distribucion
de los genes de virulencia entre la poblacién de S. aureus en el Estado
de Jalisco. Esto puede ayudar al entendimiento de la situacion de la
mastitis bovina en México y puede ser la base de estrategias preventivas
para erradicar cepas de S. aureus con un fuerte potencial patégeno. Las
diferencias de los patrones génicos de los alimentos de S, aureus de
mastitis clinica y subclinica en el presente estudio y la importancia de
esas diferencias para la situacion respectiva de la mastitis debera ser
investigada con un numero mayor de cepas.
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10. CONCLUSIONES

1.-La investigacién de muestras de leche en cuartos de vacas en
establos de Zapotlanejo Jalisco del patégeno contagioso $. aureus

coagulasa positiva, esta presente con frecuencia en hatos lecheros.

2.-Los cebadores seleccionados, permitieron aplicar la técnica de
PCR con sensibilidad y especificidad para la deteccién de las especies
del genero Staphylococcus. El método de deteccidon aplicado en este
trabajo, permitié la amplificacién de un fragmento especifico de 270 pb,

a partir del ADN extraido de S. aureus aislade en agar sangre e
incubado en caldo BHI.

3.-La téecnica de PCR , es altamente especifica capaz de detectar
el polimorfismo del gen Spa y Coa de S. aureus aislado de leche
produciendo resuitados favorables de cultivos tradicionales. De mastitis
clinica fueron positivas en general para Spa, mientras que las cepas de
mastitis subclinica fueron principalmente positivas para Coa. cepas del
(82.5%) fueron Spa, (17.5%) Coa. aislamientos de mastitis clinica y
subclinica sin ser estadisticamente significativos.
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ANEXO 1 Grado de afeccién a la prueba de California establo N° 1,

por cuarto y época del aflo de 97 vacas muestreadas.
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ANEXO 2 Grado de afeccion a la prueba de California establo N° 2,

por cuarto y época del afio de 120 vacas muestreadas.
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ANEXO 3 Grado de afeccién a la prueba de California establo N° 3,

por cuarto y época del afio de 39 vacas muestreadas..
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ANEXO 4 Grado de afeccién a la prueba de California establo N° 4,

por cuarto y época del afio de 44 vacas muestreadas.
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