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La mastitis es considerada la enfermedad infecciosa mas costosa de las vacas lecheras, debido
a que induce a una disminucion en la produccion del 4 al 30% de leche y baja su calidad, ademas
de incrementar los costos del cuidado de la salud del hato y un desecho prematuro de animales
genéticamente mejorados. Esto la hace un problema que debe de ser estudiado, para reducir las
pérdidas econdémicas que esto conlleva. Por ello, el objetivo del presente trabajo fue determinar
la incidencia de mastitis bovina en el municipio de Cobachi, Sonora mediante la validacién de tres
métodos para su deteccion: Prueba de California, medicién de conductividad eléctrica de la leche
con el dispositivo MAS-D-TEC y examen bacteriol6gico. Para esto se procedié a trabajar con 5
productores de esta region, llevando primeramente un diagnéstico de la enfermedad mediante
dos pruebas de campo: Prueba de California y con el dispositivo MAS-D-TEC, después se
tomaron muestras de leche de las vacas diagnosticadas y se analizaron con el examen
microbioldgico, que es considerado el método estandar para la deteccién de la mastitis. Para
hacer una discriminacién de los aislamientos obetenidas se recurrié a las pruebas moleculares
empleando la PCR (GTG)® que consiste en la utilizacion de fragmentos repetitivos (microsatélites)
en el ADN para amplificar las regiones entre cada uno de ellos en el genoma bacteriano ayudando
a encontrar similitudes o diferencias de todos los aislados.

En base a lo anterior, se analiz6 un total de 502 muestras de leche y se obtuvieron 199
aislamientos, con lo que encontramos, una incidencia del 65.80% tomando en cuenta el total de
vacas detectadas por el cultivo microbiolégico. En la comparacion de los métodos de deteccion,
la prueba de california y el MAS-D-TEC arrojaron resultados muy similares entre si, (p=0.05); es
decir, estas dos pruebas de campo pueden ser utilizadas indistintamente por los productores para
llevar un monitoreo de la enfermedad en el hato lechero.

En base a un perfil electroforético realizado por las técnicas de PCR, se encontré de cada
amplificado 91 aislamientos distintos pudiéndose observar una gran variabilidad genética.

A estos aislamientos se le realizaron pruebas de sensibilidad antimicrobiana por el método
de Kirby-Bauer (disco-difusién en agar) usando los antibiéticos comiunmente para el tratamiento
de la mastitis clinica; de donde la mayor sensibilidad fue para fosfomicina, seguidos de penicilina,
ampicilina, amoxicilina/acido clavulanico, cefalotina, cefalozina sulfametoxazol/trimetriprim,
tetraciclina, eritromicina y gentamicina en orden de importancia. Cabe destacar que la ceftriaxona
fue el antibidtico al cual mostraron resistencia.

En base a lo anterior, se concluye que en lo referente al municipio de Cobachi, Sonora,
hay una alta incidencia de mastitis, por lo que es importante la implementacion de un control de
esta enfermedad mediante el uso de pruebas de campo que los productores puedan llevar a cabo

de forma rapida, como lo son la Prueba de California o el MAS-D-TEC, y con ello, garantizar la
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efectividad del tratamiento para evitar resistencia a los antibidticos por estas bacterias y asi, hacer

mas facil su control.

INTRODUCCION
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La leche es considerada uno de los alimentos mas completos que existen, ya que contiene
proteinas, hidratos de carbono, grasas, vitaminas y sales minerales, los cuales presentan un alto
valor alimenticio. Por otro lado, la leche y los productos lacteos han sido asociados histéricamente
a importantes enfermedades humanas y pueden considerarse dentro de los alimentos mas
perecederos. El consumo de leche y otros productos lacteos son bésicos en la dieta de la
poblacion mundial. Debido al incremento poblacional se ha visto la necesidad de satisfacer la
demanda creciente de productos lacteos incrementando la producciéon y por ende, se ha
aumentado el tamafio promedio del hato lechero, aumentando también asi la propagacion de
enfermedades y otras situaciones adversas en la produccién de leche (Lucy, 2001). Todos los
alimentos tienen posibilidades de transmitir enfermedades, y la leche y los productos lacteos
pueden ser también una fuente de transmision de microorganismos patdgenos. Una de las
enfermedades que afecta a las vacas y que es una via de transmision de enfermedades al
humano es la mastitis bovina.

La mastitis bovina es una inflamacién de la glandula mamaria, causada principalmente por
infeccion bacteriana que puede producir una elevada cuenta de células somaticas, coincidiendo
con la disminucion en la produccién de leche y asi como una disminucién en la calidad de la
misma. De acuerdo a los datos de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion
y la Agricultura (FAO por sus siglas en inglés), a nivel mundial los problemas de mastitis no han
disminuido, y las causas de su alta prevalencia son multifactoriales: manejo animal, alimentacion,
clima, higiene, edad, lactancia, técnicas de ordefia (ordefio mecénico, manual, sobre ordefio,
escurrido), factores genéticos (conformacion estructura de la ubre), etc. La mastitis bovina puede
ser clinica y subclinica, la primera puede ser detectada facilmente, ya que el animal presenta
diversas manifestaciones aparentes, mientras que la segunda es dificil de detectar a simple vista.
(Huijps, 2009).

Los patébgenos que causan la mastitis estdn dentro de los grupos bacterianos y no
bacterianos como micoplasmas, hongos, levaduras, clamidias, virus, entre otros (Wellenberg y
col.,, 2002). Este padecimiento no solo afecta la salud de la vaca, sino también altera la
composicion de la leche debido a la infeccion presente ya sea sistémica o en la glandula mamaria
del animal hospedero. Un alto nivel de células somaticas es un indicativo de la presencia de la
enfermedad, lo cual reduce la calidad de la leche y los productos lacteos, afectando la vida media
de la leche, el sabor y deteriorando propiedades fisicoquimicas del producto. Incluso, la leche
proveniente de una vaca con mastitis contiene patdgenos y toxinas bacterianas y su consumo
puede aumentar directa o indirectamente el riesgo de enfermedades transmitidas por estos
productos. (Skrzypek, 2004).
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La mastitis bovina es considerada mundialmente como la enfermedad mas costosa en el
hato lechero, esto es por que ocasiona una disminucion en la produccion de leche y genera alto
costo en el tratamiento (Correa y col., 2002; Boulanger y col., 2003). En Estados Unidos de
Norteamérica, se ha estimado un costo superior a los 2 billones de délares al afio y en México
las pérdidas se estiman en varios miles de millones de pesos, siendo criticas en los establos
pequefios y medianos (Romero, 2004). En Sonora, hasta donde se sabe, sélo se ha encontrado
un informe de la incidencia y costo de la mastitis realizado en un establo de Santa Ana, Sonora
(Gerlach y col., 2009), se concluye que el costo total de la enfermedad representa una tercera
parte de la produccion anual obtenida en el establo, con incidencia de 18.3% en mastitis
subclinica, mientras que la clinica representa un 5.35%.

Por otra parte, Sonora es un importante productor de leche y productos lacteos; uno de
los pueblos que dentro de sus actividades econdmicas esta la ordefia y la produccién de queso
regional es Cobachi (Municipio de La Colorada), la cual es una actividad que realizan todo el afio
y de la que obtienen la mayor parte del ingreso para el sostenimiento diario de su familia. El
ganado no esta especializado en produccion de leche, la mayor parte es cruza de criollo con
alguna raza europea productora de carne, sin embargo tienen un alto grado de conversion leche-
queso (Hernandez y col., 2010). Por ello, se hace relevante investigaciones en esta area con la
finalidad de reducir la incidencia de mastitis bovina y las considerables pérdida econdémicas
causadas por la enfermedad. Es por esto que el tener acceso a datos referentes a mastitis clinica
y subclinica es esencial para el monitoreo de la salud de la ubre, por vaca y/o a nivel del hato
lechero, convirtiéndose en un prerrequisito para la evaluacion econémica y control de esta
enfermedad (Bedolla, 2004).

Con este estudio piloto en el municipio de Cobachi, Sonora, se propuso el objetivo de
realizar el diagnéstico de la incidencia de mastitis bovina a partir de la validacion de tres métodos
distintos para su deteccion: Prueba de California, prueba con el MAS-D-TEC y cultivo
microbioldgico; asi como llevar a cabo una seleccion por técnicas moleculares con la PCR (GTG)®
para conocer la variabilidad de los aislamientos y determinar la resistencia antimicrobiana de

éstos.

OBJETIVOS
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Objetivo General

Determinar la incidencia de mastitis bovina en la region de Cobachi, Sonora, mediante la
validacién de tres métodos de diagndstico para su deteccion: Prueba de California, medicién de
conductividad eléctrica (MAS-D-TEC) y cultivo microbiologico.

Objetivos Particulares

1. Validar los tres métodos de analisis para la deteccién de mastitis: Prueba de California, MAS-
D-TEC y microbiol6gica clasica

2. Caracterizar las bacterias aisladas de las muestras de leche, mediante la técnica de perfiles
electroforéticos de secuencias repetidas Rep-PCR (PCR (GTG)b).

3. Evaluar la resistencia antimicrobiana de los aislamientos seleccionados por el método de

Kirby-Bauer.

ANTECEDENTES
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Lalechey sus Propiedades

La leche es un producto natural completo, contiene proteinas de primera calidad, carbohidratos,
lipidos, vitaminas, inmunoglobulinas, compuestos biodisponibles como el calcio, y presenta
propiedades antimicrobianas. La leche, es uno de los productos que confiere mas nutrientes en
un sistema sencillo de administracién, versatil en su uso y agradable al paladar (Bertino, 2007).

La composicion de la leche y las caracteristicas microbiolégicas son factores importantes
para el productor, debido a que esto determina la calidad de la leche cruda, del mismo modo
sucede para la industria lactea por los procesos a los que posteriormente es sometida, asi como
el destino final que es el consumidor, asegurando la salud del mismo. La composicion de la leche
varia en funcion de factores tales como la raza, la edad, el estado nutricional de la vaca, el estado
de la glandula mamaria, etapa de gestacidén o lactancia, y aspectos relacionados directamente
con la salud del animal (Allen, 2000).

La leche de vaca, que segun datos de la FAO (Food and Agriculture Organization),
representa cerca del 83% de la produccion mundial, proporciona nutrientes esenciales para una
buena alimentacion y es una fuente importante para la obtencion de energia, proteinas de origen
animal y lipidos. Ademas de lo anterior, contiene diversas vitaminas y minerales esenciales para
una buena salud, como calcio, magnesio, selenio, vitamina B12. En la tabla 1, se muestran los
componentes de la leche y en algunos productos lacteos, asi como ciertos aspectos relevantes
de cada uno (Aranceta, 2004).

Uno de los principales productos derivados de la leche cruda es el queso artesanal para
su consumo, asi como venta y distribucién. En Sonora asi como en muchos estados de México,
esta actividad es utilizada como sustento econémico entre las poblaciones rurales.

La elaboracién del queso esta basada en la coagulacién de la caseina, para lo cual se
utilizan diferentes métodos como la acidificacion, la protedlisis con enzimas o la acidificacién con
efecto térmico. El contenido de grasa de este tipo de productos puede variar en un intervalo del
10% (descremado) al 60% (con alto contenido de grasa) (Eck, 2000).

Tabla 1. Composiciéon nutrimental de la leche.
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Componentes (porcion de 250 ml) Cantidad
Contenido energético 130 cal
Proteinas 6.09
Carbohidratos 949
Grasas 769
Calcio 248 mg
Potasio 314 mg
Vitamina A 92 mg
Acido Folico 11 mg

(Aranceta, 2004)

El contenido de grasa es el que proporciona la consistencia al queso. Estos se encuentran
de forma emulsificada en el queso debido al alto contenido de agua; condicion que facilita su
digestion una vez consumidas. La lipdlisis, durante la maduracion, otorgan los sabores fuertes de
quesos como el feta o el azul (Akuzawa, 2009).

Hay diversos tipos de queso como el panela que es queso fresco pero elaborado con
leche pasteurizada de vaca. Aun asi, es considerado un alimento altamente perecedero por su
alto contenido de humedad que puede ser hasta un 58% ademas, pH bajo que no ayuda en la
inhibicién bacteriana. Otro tipo de queso es el chihuahua, que es elaborado con leche entera de
vaca, pasteurizada pero con aditamentos de fermentacién lactica. Al igual que el queso panela,
deben conservarse en refrigeracion, si no se cumple con este requisito es contaminado facilmente
por agentes microbianos (Juarez, 2002). Es por todo esto, que la leche cruda debe manejarse
con mucha higiene, desde el momento de la ordefia hasta su conversibn a queso u otros
productos lacteos.

Un padecimiento cominmente encontrado en la vaca y que afecta la calidad de la leche,
es la mastitis bovina, la cual consiste en una infeccién presente en el animal donde los agentes

causales son facilmente transmitidos a la leche cruda y sus derivados posteriores.

Mastitis Bovina
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La mastitis es la inflamacién de la glandula mamaria, incluyendo no sélo los tejidos intramamarios;
sino las estructuras anatémicas relacionadas como los pezones, areolas mamarias, conductos
de la leche, etc., causada por un agente infeccioso (Fetherston, 2001). El término mastitis se
deriva de Masto, que hace referencia a la glandula mamaria, e itis, que significa inflamacion
(Kitchen, 1981).

Esta enfermedad afecta negativamente a las caracteristicas fisico quimicas de la leche,
su composicién y produccion (Cunhay col., 2008). Estas alteraciones se atribuyen a los cambios
en la permeabilidad vascular debido al proceso inflamatorio y el dafio de células epiteliales, que
son responsables de la sintesis de los componentes de la leche, asi como los cambios en la
accion enzimatica de células soméaticas o microorganismos en la glandula mamaria infectada
(Kitchen, 1981).

La industria lactea se enfrenta a un gran conjunto de problemas debido a la alta
prevalencia e incidencia de la mastitis en animales lecheros. La mastitis subclinica afecta la
calidad y cantidad de la leche causando grandes pérdidas econémicas para los productores
(Swinkels y col., 2005; Halasa y col., 2007).

Etiologia de la Mastitis Bovina

La mastitis bovina es producto de la interaccion entre el animal, el ambiente y los
microorganismos, es decir, es una triada epidemiolégica. EI hombre tiene un papel importante en
la presencia de la enfermedad, ya que es responsable al aplicar malas préacticas de higiene dentro
del establo en el cuidado y manejo del ganado como en la ordefia y posterior elaboracion de
productos lacteos artesanales (SAGARPA, 2011). En esta enfermedad estan implicados virus,
parasitos, hongos y bacterias (Watts, 1988).

La mastitis puede ser causada por mas de 137 especies bacterianas; entre las mas
comunes estan Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae,
Escherichia coli, Klebsiella pneumonieae; otros agentes etiol6gicos menos frecuentes son
Arcanobacterium pyogenes, Prototheca, nocardias, levaduras y micoplasmas (SAGARPA, 2011).

Los Staphylococcus son las bacterias mas cominmente aisladas de mastitis subclinica.
En el diagnostico de la mastitis, se dividen en Staphylococcus coagulasa positivos (como S.
aureus y S. hyicus ) y Staphylococcus coagulasa negativos (Devriese y col., 2005).

Clasificacion de la Mastitis Bovina
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La clasificacion de la mastitis puede ser referida en relacion con el habitat de los patégenos que
la causan (mastitis contagiosa y mastitis ambiental) o, bien de acuerdo a las manifestaciones

clinicas (mastitis clinica y mastitis subclinica) (SAGARPA, 2011).

Mastitis contagiosa. Es causada por bacterias que viven en la piel del pezén y en el interior de
la ubre, transmitida de una vaca a otra durante el ordefo, por ejemplo Staphylococcus aureus o

Streptococcus agalactiae.

Mastitis ambiental. Es causada por patégenos ambientales que normalmente se encuentran en
los alrededores de la vaca, tales como estiércol, el suelo y en el alimento que consumen

cotidianamente, por ejemplo Escherichia coli, Streptococcus uberis o Klebsiella spp. (Jain, 1979).

Mastitis clinica. La mastitis clinica es la enfermedad mas comun y mas costosa en la produccion
de leche en los paises industrializados (Osteras, 2006). Es definida como una anormalidad
observada por los productores en cualquiera de los dos casos: la leche y/o la ubre (Tollersrud,
2000).

La mastitis clinica se caracteriza por signos de inflamacién en la glandula mamaria que
incluye hiperemia, dolor, y el aumento de tamafio de la glandula y la densidad de la leche; ademés
de que las bacterias contaminan el liquido, el rendimiento es muy reducido, y su contenido esta
alterado considerablemente (Heringstad y col.,, 2000). Estos sintomas pueden estar
acompafiados o no por signos sistémicos, como la fiebre. Este tipo de mastitis generalmente es
identificada por los productores, debido a los cambios en las caracteristicas organolépticas, es
decir, cambios fisicos en la leche (Kemper y Gerjets, 2009).

Ademas de los cambios fisicos ya mencionados tanto en la ubre como en la leche, la
mastitis clinica puede presentarse de manera aguda y crénica. En su forma aguda, se caracteriza
por su condicién de aparicion repentina, la leche es de apariencia anormal, hay enrojecimiento,
hinchazén, y dolor en la ubre, con o sin sintomas sistémicos (Djabri y col., 2002). Afecta a las
vacas lecheras en todo el mundo y tiene un impacto sustancial en la economia de las granjas,
calidad de la leche y en el bienestar de las vacas (Morin, 2004). En la forma cronica, se presenta
una infeccion de la ubre de larga duracion con leche de apariencia anormal y/o cambios al realizar
la palpacion del tejido de la ubre (Schrick y col., 2001).

Mastitis subclinica. La mastitis subclinica se caracteriza por la ausencia de cambios
inflamatorios externos, una secrecion de leche reducida, incremento en la relacidon de los iones

sodio/potasio (Na */K *) y un alto conteo de bacterias en una muestra de leche obtenida
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manualmente (Willumseny col., 2003; Filteau y col., 1999). La glandula mamaria y la leche suelen
presentar un aspecto normal, razon por la cual pasa desapercibida para el productor.

La mastitis subclinica es sutil y dificil de corregir, la vaca parece saludable, la ubre no
muestra ningun signo de inflamacion y la leche parece normal, sin presentar alteraciones fisicas.
El nimero de células somaticas en la leche, indicativo de la respuesta inflamatoria, se encuentra
elevado, al igual que el nimero de bacterias, lo que va acompafiado de una disminucion del nivel
de produccion de la leche, asi como de la alteracion de la composicién de dicho producto.
Comunmente es de larga duracion, dificil de detectar por su caracteristica de apariencia normal
y por lo tanto, es dificil de tratar con antibiéticos debido a que la enfermedad avanza, de igual
modo reduce drasticamente la produccion de leche, afecta a la calidad del producto lacteo, y
puede servir como un reservorio para infectar a otros animales en el rebafio lechero (Heringstad
y col., 2000; Valera y col., 2005).

Cuando los signos no son visibles, la presencia de patégenos y las modificaciones
citoldgicas de la leche traen como resultado una mastitis subclinica (Djabri y col., 2002), por lo
gque las técnicas de laboratorio como la medicion del conteo de células somaticas y el cultivo
bacteriolégico se vuelven indispensables para detectar la infeccion e inflamaciéon ocasionada
(Barker y col., 1998). Hay pruebas de campo muy Utiles para una deteccion temprana de la
mastitis subclinica, como la llamada Prueba de California (SAGARPA, 2011).

Como se ha mencionado a lo largo del trabajo, es de suma importancia cuidar este tipo
de enfermedades presentes en la vaca que pueden alterar la composicion de la leche en forma

negativa, conteniendo bacterias que son posteriormente consumidas por el humano.

Microorganismos Patégenos Transmitidos por la Leche

La leche por su valor nutricional, es un excelente medio para la el desarrollo y preservacion de
una gran variedad de microorganismos pertenecientes a diversas especies bacterianas. El hecho
de que se puedan reproducir depende directamente del nimero, sus productos de metabolismo
y de la temperatura. La temperatura de 10 °C o menos inhibe a la mayoria de los microorganismos
patdgenos, por lo que la leche cruda debe ser conservada a esta temperatura. Es muy importante
conocer la carga inicial microbiana de la leche, sobre todo, porque hay patdégenos importantes
tales como Mycobacterium tuberculosis, y Brucella sp., que no se pueden reproducir en la leche,
pero, si hay un carga elevada inicial de estos microorganismos logran algunos sobrevivir dentro

del liquido.
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Los microbios de la leche pueden proceder de la vaca lechera, la persona que ordefia y
maneja a la vaca y del medio ambiente.

Para proteccion de la salud humana la leche debe ser sometida al proceso de
pasteurizacion, pero cuando, por razones practicas, esto no sucede, debe hervirse antes de ser
consumida. (Castafieda, 2004).

A continuacién, se describen algunas de las especies mas comunmente encontradas en

la leche contaminada.

Streptococcus agalactiae

Este agente es clasicamente asociado con la mastitis bovina y es altamente contagioso,
pertenece al grupo B de la clasificacién de Lancefield. En el humano generalmente causa los
mismos padecimientos que Streptococcus pyogenes como septicemia, sindrome de choque
toxico, fiebre puerperal, entre otras complicaciones; Se han encontrado en bacteremias,
meningitis y endocarditis en neonatos (Romero, 2007). Coloniza la regidn el tracto gastrointestinal
y vias respiratorias asi como el area urogenital en la mujer. Se ha comprobado la transmision
mutua entre bovinos y humanos de Streptococcus agalactiae, y los casos mas comunes son de
personas que consumen leche cruda. Se ha logrado aislar en bovinos con problemas de salud
en la glandula mamaria (Castafieda, 2004).

Staphylococcus aureus

A nivel mundial es el agente patégeno contagioso mas importante asociado con la mastitis bovina.
Existe una contaminacion primaria de la leche, pero no se descarta la contaminacion secundaria
realizada por el hombre. El S. aureus ocasiona una intoxicacion alimenticia debido a las
enterotoxinas que son estables al calor, y el sindrome de choque toxicé debido a la toxina TSST-
1. Para que la infeccién se establezca, debe haber un minimo de 108 bacterias por mililitro, lo que
conduce a una buena produccién de enterotoxinas (Castafieda, 2004).

En México, como en muchos paises latinoamericanos hay un gran descontrol de los
alimentos que se venden en la via publica. Algunos de los agentes patdgenos mas comunes en
los alimentos son Bacillus cereus, Clostridium perfringens, Staphylococcus aureus y Salmonella
spp., y aungue es mas frecuente encontrar bacterias causantes de infecciones gastrointestinales,

S. aureus tiene un papel importante en los alimentos contaminados (Caballero y col., 1998).
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Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes (L. monocytogenes) es un patégeno oportunista Gram-positivo que ha
sido aislado en muchos entornos naturales y humanos (Farber y Peterkin, 1991). Las cepas
patdgenas y no patdgenas de Listeria son ubicuos en la naturaleza y pueden ser aisladas de los
suelos, las verduras y las aguas naturales, asi como de animales sanos y del hombre (Roberts y
Wiedmann, 2003). L. monocytogenes es la especie mas patégena de este género, aunque las
infecciones se producen principalmente en los recién nacidos, mujeres embarazadas, e
individuos inmunocomprometidos (McLaughlin, 1997). El principal modo de transmision de L.
monocytogenes a los seres humanos es el consumo de alimentos aunque estén minimamente
contaminados por esta bacteria (Schlech, 2000; Kathariou, 2002; Shen y col., 2006). A lo largo
de la historia ha habido brotes de listeriosis asociados a alimentos comerciales contaminados,
como verdura, leche, y productos céarnicos, y es que esta bacteria se puede multiplicar soportando
bajas temperaturas y esto le brinda mayor resistencia aunque los alimentos estén conservados a
baja temperatura (Schuchat y col., 1991).

L. monocytogenes esté presente en la leche de animales infectados y animales sanos
(Wagner y col., 2000), y la contaminacién de la leche puede también deberse a la contaminacion
ambiental de la granja y a la presencia de materia fecal por malas practicas de higiene en el

establo; su habitat natural es el suelo o el intestino de los mamiferos. (Hassan y col., 2001). Los

productos alimenticios mas frecuentemente asociados con la listeriosis son quesos blandos,
especialmente los elaborados con leche sin pasteurizar, y listo para ser ingeridos por el
consumidor directo. El riesgo mas grande de consumir un alimento contaminado por este

patdgeno es el de causar el aborto en una mujer embarazada (Kaclikova y col., 2001).

Brucella spp.

La brucelosis es una zoonosis causada por Brucella, una bacteria que se transmite facilmente
entre los animales domésticos como el ganado vacuno, ovejas, cabras, cerdos, y bufalos. (Corbel,
2006). Esta enfermedad tiene importantes efectos sobre la salud humana y la salud animal, y
repercute con grandes pérdidas econémicas en la produccion de alimentos debido a que puede
ocasionar aborto, esterilidad, disminucion la produccién de leche y el costo de la eliminacion de
los animales (Gwida y col., 2010).

En los humanos, la adquisicién de la enfermedad ocurre por contacto con fluidos de

animales infectados o por el consumo de productos de origen animal como la leche cruda y sus
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derivados no pasteurizados, asi como productos carnicos insuficientemente cocinados. (Malik,
1997; Eahart y col., 2009).

Diagnéstico de la Mastitis Bovina

La mastitis clinica puede ser detectada por el agricultor, pero la mastitis subclinica sélo puede ser
detectado por la medicion de componentes inflamatorios y agentes patégenos en la leche.
Diferentes métodos han sido sugeridos para la deteccién de la mastitis subclinica, tales
como la Prueba de California para Mastitis (CMT), la conductividad eléctrica ,el conteo de células
somaticas, algunos métodos bioquimicos y la presencia de agentes patégenos en la leche
(Bastan y col., 2010; Lafi, 2006). En los ultimos tiempos se ha recurrido a la utilizaciéon de técnicas
moleculares que ayuden a un diagndstico mas oportuno y preciso de las enfermedades. Para el
control y manejo de la mastitis bovina en la actualidad se han aplicado técnicas de biologia
molecular que proporcionen la informacién exacta del microorganismo que esta involucrado
siendo mucho mas rapido y preciso que los otros métodos mencionados. Estas metodologias son

la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando cebadores o enzimas de restriccion.

Prueba de California

La Prueba de California para Mastitis (CMT, por sus siglas en inglés) ha sido empleada durante
décadas y sigue siendo la prueba mas utilizada a nivel de campo para el diagnostico de mastitis
en el ganado bovino lechero (Morresey, 1999; Radostits, 2000; Medina y Montaldo, 2003). Es una
prueba sencilla que es Util para detectar la mastitis subclinica por valoracién aproximada del
recuento de células somaticas de la leche. No proporciona un resultado cuantitativo, sino mas
bien un resultado cualitativo (Blowey, 1999).

La prueba consiste en el agregado de un detergente a la leche, el aril alquil sulfonato de
sodio, causando la liberacién del ADN de los leucocitos presentes en la ubre, y éste se convierte,
en combinacién con agentes proteicos de la leche, en un complejo gelatinoso. Los resultados
pueden ser interpretados en cinco clases: desde el resultado negativo en el que la leche y el
reactivo siguen siendo acuosos, hasta el recuento de células méas elevado, en el que la mezcla
de la leche y el reactivo casi se solidifican (Seran, 2000; Medina CM y Montaldo VH, 2003).

El reactivo de California para la prueba de mastitis posee entre sus componentes un
tensoactivo que disminuye la tensién superficial de los leucocitos presentes en la leche de la vaca

con mastitis, por lo que al disminuir la tension superficial se produce el estallido de los leucocitos
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y su contenido, que al ponerse en contacto con el producto, forma el complejo gelatinoso en la
paleta de prueba (Noquera, 1999; Baez, 2002).

A mayor presencia de células se libera una mayor concentraciéon de ADN, por lo tanto,
mayor serd el grado de gelificacion, es decir, permite determinar la respuesta inflamatoria con
base en la viscosidad del gel que se forma al mezclar el reactivo de california con la misma
cantidad de leche en una paleta con cuatro pozos independientes, permitiendo evaluar cada
cuarto por separado (Wolter, 2004; Seran, 2000). Los resultados se leen como Negativos, Traza
(sospechoso), 1+, 2+ y 3+, segun la cantidad de formacion en la muestra, tal cual se detalla en la
Tabla 2 (SAGARPA, 2011).

La Prueba de California provee una prediccién confiable del recuento de células somaticas
y proporciona una advertencia en sistemas de deteccién temprana de nuevos casos de mastitis
subclinica y medidas correctivas que pueden ser iniciadas antes de que la enfermedad llegue a
ser cronica. El uso de la Prueba de California es, por consiguiente, un método econémico y

efectivo para reducir el riesgo de mastitis subclinica en los hatos lecheros (Jaramillo, 2007).

Tabla 2. Relacion del nimero de células soméaticas con la Prueba de California.

Reaccién Células somaéticas por ml de leche
Negativo 0-200,000
Traza 150,000-500,000
1+ 400,000-1'500,000
2+ 800,000-5'000,000
3+ > 5'000,000

(SAGARPA, 2011).
Medicion de conductividad eléctrica
La conductividad eléctrica de la leche aumenta debido a la mastitis presente en las vacas

lecheras, es también uno de los métodos de diagnostico para la deteccion de mastitis subclinica.

Se determina por la concentracion de aniones y cationes.
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En la presencia de mastitis aumenta debido a los cambios en las concentraciones i6nicas. Como
resultado de los dafios en el tejido de la ubre, las concentraciones de lactosa y K™ disminuyen y
las concentraciones de Na *y Cl ~ aumentan (Kitchen, 1981).

Se le encuentra como parte de algunos equipos de ordefio computarizados dentro de las salas
de ordefio asi como también en forma de medidores portétiles, lo que permite el monitoreo

individual por cuarto (Medina y Montaldo, 2003; Norger y col., 2004).

MAS-D-TEC. Es un analizador manual de leche para detectar la mastitis en las ubres de las vacas
lecheras a niveles subclinicos; mide la conductividad eléctrica en una pequefia muestra de leche.

Los cuartos (pezones) que se consideran infectados de forma subclinica, muestran
incrementos en los componentes indeseables de la leche (sodio, cloruro, lipasa,
inmunoglobulinas, oligosacéaridos) y una disminucién en los componentes deseables (lactosa,
proteinas totales, la caseina, las grasas, calcio, fésforo, potasio y afecta la estabilidad térmica).
Este aumento en los componentes en la leche hace que la conductividad eléctrica de la leche sea
mayor. (Philpot, 1978)

El MAS-D-TEC arroja resultados inmediatos, de forma objetiva, faciles de leer, sin
quimicos ni aditivos utilizados. La rapidez y facilidad de uso lo hacen ideal para llevar a cabo
estas pruebas de una forma frecuente, lo que lo hace muy accesible para los productores. La
deteccion temprana de mastitis subclinica permite mantener los niveles de productividad de la

leche y evitar las grandes pérdidas de produccion asociadas a esta enfermedad.

Conteo de células somaticas

El recuento individual de células sométicas (SCC) se utiliza actualmente para detectar el estado
de la mastitis a nivel de rebafio y de la vaca, ya que es ampliamente disponible para los
productores de leche y es menos costoso que el cultivo microbioldgico (Schukken y col., 2003).

La leche de una ubre sana presenta pocas células somaticas. En este caso se trata de
células de tejido (células epiteliales) y células inmunes (polimorfonucleares neutrdfilos,
granulocitos, macréfagos, linfocitos). La infeccion intramamaria es el principal factor causante de
cambios en la cuenta de células somaticas en la leche. (Philpot, 2001; Bedolla, 2004).

Aunque estas pruebas de monitoreo no diagnostican la causa o tipo de infeccion o si hay
una lesion presente, si alertan al ganadero y al veterinario de que un problema se esta

desarrollando, por lo que se debe poner mucha atencién al respecto (Bedolla, 2004).
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Examen bacterioldgico

El procedimiento de laboratorio donde se incuba un volumen estandar de leche recolectada
asépticamente, que ha sido sembrada en un medio de cultivo de agar previamente, ha constituido
el método diagndstico estandar para la mastitis bovina por muchos afios. De hecho, el uso del
cultivo bacteriologico ha sido ampliamente diseminado como un medio para la determinacion del
estado de salud de la ubre (National Mastitis Council, 1995), ya que permite conocer cuales son
los microorganismos causales de la enfermedad, ademas de que los resultados que ofrece son
importantes para orientar las medidas de control, que incluyen recomendaciones para la terapia
(Ponce y Armenteros, 2000).

El éxito de un diagndéstico bacteriol6gico depende en gran medida de la adecuada toma
de la muestra, garantizando una recoleccién aséptica, y una correcta identificacion, expedicion y
conservacion de la misma. Para ello, cuando se va a tomar la muestra, se eliminan dos o tres
chorros de leche del cuarto en cuestién, se lava y seca la porcién inferior de la ubre y se
desinfectan los pezones frotdndose con un algodén empapado en alcohol al 70%, procediéndose
a la coleccion de la leche en tubos de ensayo estériles tras haber secado el pezén nuevamente
(Hogan y col., 1990; Philpot y Nickerson, 1993; Tirante y col., 1998). Las muestras deben
refrigerarse hasta ser llevadas al laboratorio.

La metodologia estandar en la mayoria de los laboratorios, incluye la siembra de una
muestra de leche individual (0.01ml) en uno de los cuatro cuadrantes de una placa de agar
sangre, usando un aplicador de algodon estéril o un asa flameada. Las placas son incubadas a
37°C por 18 0 24 horas y més, para el crecimiento lento de los microorganismos (National Mastitis
Council, 1995). En sentido general, el agar sangre es el medio de cultivo mas utilizado como
rutina para la siembra de la leche ya que permite una adecuada identificacion de cepas de
Streptococcus spp. y Staphylococcus spp. (Kowalski, 1977; Schalm y col., 1987).

Asociada al resultado obtenido en analisis bacteriol6gico se realiza una prueba de
sensibilidad antibiética o antibiograma. Los resultados de esta prueba proporcionan informacién
acerca de qué antibidticos inhiben el crecimiento de los organismos diagnosticados. Esta puede
emitir una valiosa informacion al veterinario, ya que sabiendo qué antibiéticos son eficaces en el
laboratorio, puede indicar el tratamiento adecuado (Gilson, 1995). Tales pruebas usan discos de
difusibn o ensayos de concentraciones inhibitorias minimas (Morin y Hurley, 1994), pero

generalmente se realizan por el método de los discos de papel de Kirby Bauer (Francois, 1999).

Caracterizacion del Agente Causal de Mastitis por Técnicas Moleculares

29



PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa)

El analisis de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) tiene varias ventajas sobre los métodos
fenotipicos, incluyendo: la deteccion directa y la identificacion sin cultivo; tiempo de respuesta
rapido; capacidad de alto rendimiento; alta precisién, reproducibilidad, y la sensibilidad o la
especificidad. La PCR no sélo es util para la identificacién de las cepas bacterianas; sino también,
para predecir la capacidad de los organismos para expresar las toxinas o los determinantes de
virulencia o la resistencia a los antibiéticos (Mehrotra y col., 2000; Martineau y col., 2001;
Strommenger y col., 2003; Tristan y col., 2003; Morot - Bizot y col., 2004; Giammarinaro y col.,
2005; Lee y col., 2008; Sasaki y col., 2010; Hirotaki y col.,2011; Shome y col., 2011; Chiang y
col., 2012).

Otra de las aportaciones de la PCR es que se ha utilizado para la deteccién de genes
especificos de resistencia a los antibidticos, y de este modo, ayuda a la aplicacion de tratamientos
adecuados evitando asi que aumente la resistencia antimicrobiana entre las especies (Ng y col.,
1999; Zhaoy col., 2001).

La reaccién en cadena de la polimerasa es una técnica prometedora que ayuda incluso a
establecer pruebas rapidas para la deteccién de fragmentos de ADN de microorganismos muertos
en leche que ya fue pasteurizada.

Como el numero de agentes patdégenos responsables de la mastitis es grande y muchos
de ellos estan genéticamente muy relacionados, la diferenciacion de las diferentes especies
dentro de este grupo tan grande es dificil incluso con las técnicas moleculares (Koskinen y col.,
2009). Por otra parte, la identificacion basada en las diferencias fenotipicas no es del todo
confiable por la falta de marcadores bioquimicos Unicos para la identificacion de especies
(Capurro y col.,, 2009). Aunque los métodos moleculares de secuenciacibn de ADN han
demostrado ser competentes en un enfoque para la identificacion de especies bacterianas, la
identificaciéon por métodos que son rapidos y exactos sigue siendo una necesidad (Cremonesi y
col., 2009; Zadoks y Watts, 2009).

Estudios recientes muestran que importantes enfermedades que durante toda la vida han
ocasionado problemas en la salud tanto de los animales como en los seres humanos por su
transmision en alimentos contaminados, como es la brucelosis, hay indicadores de que el uso de
PCR cualitativo comparado con el cultivo microbioldgico, presenta una mayor sensibilidad que
las pruebas seroldgicas que habitualmente se utilizan para diagnosticar esta enfermedad en los

seres vivos. (Godfroid y col., 2005).
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Fragmentos Repetitivos de ADN

La PCR proporciona una gran variedad de metodologias que permiten identificar de
diferentes modos a las bacterias, por ejemplo, las técnicas de elementos repetitivos de ADN, ya
gue se ha encontrado que las bacterias poseen secuencias repetitivas intercalados de ADN, que
se encuentran en la mayoria de los microorganismos (Versalovic y col.,1991). Las secuencias
repetitivas intercaladas de ADN encontradas en las bacterias tienen un alto grado de variabilidad
y pueden servir como sitios de cebadores para la amplificacion gendémica por PCR disefiada para
amplificar regiones ubicadas entre los elementos repetitivos vecinos. Numerosos estudios han
demostrado que estas técnicas llamadas REP-PCR son un método altamente sensible para la
caracterizacién de una amplia gama de especies bacterianas de diversos géneros. (Georghiu y
col., 1994; Masco y col., 2003).

REP-PCR es un conjunto de metodologias que son llamadas huellas dactilares
genotipicas. Este grupo de métodos moleculares esta conformado por como REP-PCR, ERIC-
PCR, ERIC2-PCR, BOX-PCR Y (GTG) 5-PCR y se utilizan para encontrar similitudes o diferencias
entre cepas bacterianas, sin conocer exactamente su secuencia de ADN (Versalovic y col., 1994)

(GTG)®

Los microsatélites son regiones cortas de ADN aproximadamente de 1 a 10 pares de bases que
se repiten dentro del genoma hasta 100 veces, usando estas regiones como cebadores y
amplificando la distancia que hay entre cada regién repetida, es como se utilizan para conocer el
ADN polimérfico. Uno de los cebadores mas utilizados es el (GTG)® (Longato y col., 1997;
Sampaio y col., 2003; Van-der-Werf, 2000).

Se ha comprobado que el (GTG)® es el método mas adecuado para conocer la diversidad
genética debido a que evidencia mas las huellas dactilares del genoma de las bacterias
estudiadas mostrando un alto nimero de bandas en comparacién con las otras técnicas
(Mohapatra, 2008).

Sensibilidad Antimicrobiana
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Después de desarrollarse la mastitis, la probabilidad de una recuperacion exitosa depende del
sistema inmune de la vaca, caracteristicas de virulencia del patdégeno y la eficacia del tratamiento
debido a que el desarrollo de la resistencia a los antimicrobianos en los patégenos de la mastitis
es un factor que reduce la probabilidad de curacion (Makovec y Ruegg, 2003).

Aunque existan estos factores que provocan que varie mucho la sensibilidad
antimicrobiana al momento de analizar el tratamiento para atacar la mastitis, es de suma
importancia la realizacién de este estudio, que es una herramienta muy importante para aplicar
el tratamiento y permite dar seguimiento a la resistencia antimicrobiana de los patégenos
causantes de la mastitis (Hoe y Ruegg, 2005; Apparao Yy col., 2009, Pol y Ruegg, 2007).

Por otra parte, la administracién de agentes antimicrobianos en animales productores de
alimentos como método de prevencién, es un riesgo potencial para la aparicion de bacterias
resistentes a los antibiéticos (Schwarz y Chaslus-Dancla 2001). Esto puede ocurrir debido a que
en los consumidores, las bacterias resistentes a los antibiéticos presentes en el alimento, en este
caso la leche, pueden pasar al intestino e intercambiar genes de resistencia a través de la
conjugacién con otras bacterias de la flora intestinal humana.

De igual modo, las bacterias que ya mostraron resistencia antimicrobiana pueden causar
infecciones en individuos inmunosuprimidos, ocasionando un alto riesgo en la salud del paciente
(Neu, 1992). Ademés de esto, se ha demostrado la transmision de resistencia a antibiéticos de
E. coli a S. aureus y L. monocytogenes (Trieu-Cout y col., 1993). Estos son algunos de los
problemas que se pueden desarrollar por la aparicion de resistencia antimicrobiana y uno de los
motivos a grandes rasgos podria ser el hecho de administrar antibidticos como método de
prevencion de enfermedades en los animales que son utilizados para producir alimentos, las
bacteria causantes de estas patologias, en este caso de la mastitis, al momento de infectar al
animal y desarrollar la resistencia al medicamento sin ser detectadas y atacadas, pueden seguir
presentes en la leche y al pasar por el intestino del consumidor utilizar sus propias herramientas
para intercambiar informacién genética de resistencia a otros microorganismos presentes en los
individuos y ocasionar la reduccién de eficacia en los tratamientos habitualmente conocidos para
tratar dichas enfermedades. (Winokur y col., 2001;. Ferber 2002; Helms y col., 2002; Desenclos
y Guillemot, 2004).

Pérdidas Econdmicas en México a causa de la Mastitis Bovina

A principios de 1900 se inici6 la importacion de bovinos lecheros a México, entre las principales

razas fueron Jersey y Holstein-Friesan la que se consolidé aproximadamente en 1940. Entre los
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afos de 1950 a 1970 se integroé la industria lechera con la produccién de las pasteurizadoras e
industrializadoras de productos lacteos como quesos, yogurt, mantequilla, entre otros (Wolter y
col., 2004).

Como ya se ha mencionado en este trabajo, la mastitis es una enfermedad que afecta al

ganado bovino y por consecuencia, a la produccion de la leche. Ataca fundamentalmente al
ganado bovino de explotacion intensiva asi como al de ordefio mecanico y manual debido a las
deficientes condiciones de manejo e higiene (Ruiz, 1996).
Cerca de dos millones y medio de pesos se estiman en pérdidas en México por mastitis bovina
al afio correspondiendo el 30% a la mastitis clinica y un 70% a la mastitis subclinica (Romero,
2004). La mastitis bovina es la principal enfermedad que causa grandes pérdidas en la industria
lechera, el promedio por vaca es de 1,700 a 2,000 pesos al afio (Wolter y col., 2004). Estas
pérdidas se deben una baja produccion de la leche, leche desechada y costo en medicamentos
(Medina, 2002).

MATERIALES Y METODOS

Este trabajo de tesis forma parte de un Proyecto de Investigacion, del Centro de Investigacion en
Alimentacion y Desarrollo (CIAD), donde inicialmente se seleccionaron cinco hatos lecheros del
municipio de Cobachi Sonora (Figura 1). Se trabajo con los animales (vacas) que estaban en

periodo de ordefia realizando primeramente las pruebas de campo: Prueba de California y
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conductividad eléctrica (MAS-D-TEC) para detectar animales con mastitis bovina. Después se
hace otra recoleccion de la muestra de leche de las vacas que dieron al andlisis positivo para las
pruebas de campo y de igual manera se tomé el mismo nimero de vacas como controles
negativos.

’:\‘tf ¥* Cobachi

Lat: 28,900 —
TAGEO.com —

Figura 1. Mapa de la localizacién de Cobachi en el estado de Sonora.

Preparacion de la Ubre para la Realizacion de las Pruebas de Campo

Primeramente se procedié a un lavado de manos para la toma de muestra. Los primeros chorros
de leche fueron descartados (despunte) con el propésito de la eliminacion de la flora bacteriana
normal del canal y del orificio del pezon para minimizar la contaminacion de la leche. La ubre y el

pezén fueron desinfectados con hipoclorito de sodio al 0.1% y se secaron cada cuarto con una
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toalla de papel individual. La limpieza y el muestreo de los pezones se realizaron en el sitio de
ordefio.

Pruebas de Campo para la Deteccion de Mastitis Bovina (Comparacion de los Tres
Métodos)

Prueba de California

La Prueba de California consiste en tomar una paleta con cuatro depdésitos para analizar
cada cuarto (pezon) por separado. Se agregaron dos chorros de leche (aproximadamente 50 ml)
cuidando la ubicacion de cada depdsito de la paleta para no interferir en el resultado, enseguida
se agredo el reactivo de California (arilalquilsulfonato de sodio) en igual proporciéon, moviendo la
paleta en forma de circulos para mezclar ambos componentes. La prueba positiva se da por la
formacion de un conglomerado gelatinoso visible a simple vista (figura 2). La paleta se lavé con

agua y jabon para analizar a la vaca siguiente.

Prueba con el MAS-D-TEC.

Posterior a la Prueba de California se realiz6 la prueba con el dispositivo MAS-D-TEC (Wescor,
Inc) que mide la conductividad eléctrica de la leche, la cual consiste en dejar pasar un chorro de
leche de cada cuarto a través de un orificio que se encuentra en el centro del dispositivo. Este
tiene una escala de nimeros del 1 al 9. En el intervalo de 1 al 4, la muestra de leche no presenta

infeccion y del nimero 4 al 9, hay presencia de mastitis subclinica (Figura 3)
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Figura 2. Procedimiento para realizar la Prueba de California. A. Despunte.
B. Recoleccién de leche en cada deposito de la paleta. C. Reactivo de California

en misma proporcion que la leche. D. Interpretacién de resultados.

Figura 3. Utilizacion del dispositivo MAS-D-TEC.

36



Pruebas de Laboratorio

Andlisis Microbiol6gico

Para el andlisis microbiolégico, se tomd una muestra de leche de cada cuarto (pezén) de las
ubres que resultaron positivas en las técnicas anteriores, ya sea MAS-D-TEC o Prueba de
California. Se obtuvo directamente de la ubre de los animales aproximadamente 100 ml de leche
en bolsas whirl pak estériles (NASCO). Las muestras se transportaron en hielo a una temperatura
4-10 °C.

Posteriormente, se tomaron 10u de leche, para inocular placas de agar sangre (Difco) al
5% y placas de agar Baird-Parker (Difco), se sembro por estria mediante el uso de palillos de
madera estériles. Las placas inoculadas se incubaron a 37° C por 24 h, en una estufa (Riossa
mod). Las colonias que se desarrollaron en los medios de cultivo, producto del crecimiento
bacteriano, fueron resembradas en agar nutritivo (Difco), para su aislamiento y obtencion de
cultivo puro, a las condiciones anteriormente descritas. A cada colonia obtenida se le realizé las
pruebas de oxidasa, catalasa y tincion Gram (Forbes, 2009). Las colonias puras, fueron llevadas
a congelacion para su preservacion, utilizando para ello glicerol al 80% y 1 ml de caldo BHI (Difco)

para su conservacion y posterior analisis por técnicas moleculares.

Técnicas de Biologia Molecular

Extraccion de ADN

Se procedi6 a la reactivacion de cepas, mediante la inoculaciéon en caldo de BHI (Difco) y su
incubacién a 37°C/24 h. Después se realizé la extraccion del ADN, mediante la técnica de Marmur
modificada (Marmur, 1961). Para comenzar la extraccion, los tubos con las cepas se centrifugaron
a 3500 rpm en una centrifuga (Termofisher Scientific), durante 10 minutos. Los sedimentos se
resuspendieron con 1 ml de NaCl 0.9%, se mezclaron en vortex (VWR mod. 12620-838) y se
centrifugaron a 4000 rpm. Este paso se repitid una vez mas. Enseguida se hicieron dos lavados
con 1 ml de solucién NaCI-EDTA pH 8.0.

El sobrenadante se descartd y se resuspendieron las células nuevamente en 1 ml de agua
estéril y se centrifugaron en una microcentrifuga (Eppendorf), por 10 minutos a 4000 rpm.
Nuevamente se desechd el sobrenadante y se resuspendieron en 600 pl de solucion NaCI-EDTA

pH 8.0. Se afadieron 5 U de mutanolisina (Sigma) y se incubaron a 37°C por 24 horas.
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Posteriormente, se centrifugaron los tubos por 10 minutos a 8000 rpm y se descarto el
sobrenadante. Las células se resuspendieron con 600 pl de tris 20 mM pH 8.0 y se agregaron 60
pl de SDS al 10% en Tris (50 mM y EDTA 20 mM). Se agreg6 proteinasa K (Sigma) (20 mg/ml en
Tris-HCL 10 mM, pH8; EDTA 1mM abreviado como TE). Se incubaron por 24 horas a 50 °C.

Finalizado el tiempo de incubacion, la enzima se inactivé a 65°C por 20 minutos. Se
enfriaron las muestras a temperatura ambiente aproximadamente a 25°C y centrifugaron por 5
minutos a 8000 rpm; se recogio la fase acuosa y se depositd en otro microtubo con el cual se
realizaron los siguientes lavados. Se afadieron 500 pl de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico. Se
mezclo por inversion y se centrifugd a 10000 rpm.

La fase acuosa se transfirié a otro microtubo de 1.5 ml. Se repitié una vez mas este paso.
Después de obtener una fase acuosa clara, se agregaron 0.1 volimenes de NaCl 5M. Se
afiadieron 500 pl de isopropanol frio (Sigma) y se congelaron las muestras a -20°C por 24 horas.
Después de descongelar las muestras a temperatura ambiente se centrifugaron 20 minutos a
13,000 rpm y se descarto el liquido sobrenadante. Se prepar6 una solucion de TE con RNAsa A
(Sigma), a una concentracion final de 1 ug/mly se agregaron 50 ul a cada tubo. Se re suspendio
el ADN en 50 pl de TE/RNAsa y se incubaron a 37°C por 1 hora (Marmur, 1961).

PCR (Reaccion en cadena de la Polimerasa)

Para la reaccion de PCR se utilizaron 5 pl del ADN extraido anteriormente y se amplificé un
fragmento. Lo iniciadores utilizados fueron: GTGGTGGTGGTGGTG (GTG®), la temperatura de
anillado o hibridacion fue de 48°C, con 30 ciclos de reaccion. La temperatura de fusion fue de
94°C y la temperatura de polimerizaciéon de 72 °C.

Electroforesis

Para visualizar los productos de reaccion de la PCR se realiz6 una electroforesis en gel de
agarosa (Sigma) al 1.2%, tefiido con Syber Safe (Invitrogen) concentracion final de 1,000X (3 pL
de SYBR Safe 10,000X a 30 mL de Agarosa en Buffer TBE 1X), las condiciones de corrida que
se efectuaron fueron a 80 Volts durante 4 horas, y se visualizaron en un fotodocumentador bajo
luz UV (Bio-Rad). Se captaron fotografias de los geles para su posterior analisis.

Para poder establecer la similitud gendmica entre las cepas obtenidas y analizadas con
PCR GTG, se analizaron los perfiles electroforéticos, haciendo uso del Software Bionumerics

version 3.5 software (Applied Maths BVBA, Sint-Martens-Latem, Belgium) con el método de
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Matriz de Distancias “UPGMA” (Unweigthed Pair-Group Method with Arithmetic mean) y el
Coeficiente de Dice, con una tolerancia de 1%, para la obtencion de los grupos del dendograma.

Pruebas de Sensibilidad Antimicrobiana

Técnica de disco-difusién en agar

Se realiz6 un antibiograma a cada una de las cepas (previa seleccidén con el analisis de perfil
electroforético), utilizando como cepa control a E. coli ATCC 25922, teniendo como resultado los
patrones de resistencia a antimicrobianos, mediante la Técnica de Kirby-Bauer propuesta por el
NCCLS (2002).

Preparacion del inéculo

Para la preparacién del indculo, las cepas seleccionadas fueron transferidas a agar nutritivo
(Difco) e incubaron a 37°C 7 24 h.

Se preparé el inéculo bacteriano estandar utilizando las colonias completamente aisladas
del previo cultivo en agar nutritivo. La preparacion del in6culo se hizo en 5 mL de solucion salina
al 0.85 %, el cual se igual6 a la turbidez del estandar Num. 0.5 del nefelometro de McFarland
(1.5x108 cel/mL), (CLSI/NCCLS, 2006).

Esta técnica se realiz6 usando agar Mueller Hinton (Difco). El in6culo estandarizado se
sembré masivamente utilizando hisopos de algoddn estériles para esparcir por toda la placa la
misma carga bacteriana. Se colocaron los discos de antibidticos, maximo 4 discos por cada placa.
Se incub6 a 37 °C de 18-20 horas. El tiempo desde la estandarizacion del in6culo hasta la
colocacion de los discos no excedié de 15 Minutos. Los discos de antibiéticos y concentracion
empleados se muestran en la Tabla 3 (CLSI/NCCLS, 2006).

Posterior a la incubacion se procedié a medir los halos (diAmetro) de inhibicién en mm,
con el fin de obtener la relacion de sensibilidad antibacteriana para cada antibiotico. Las lecturas

se compararon con las tablas preestablecidas (CLSI/NCCLS, 2006).

Tabla 3. Antibioticos utilizados
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Disefio y

Antibiotico Cantidad/disco(ng)
Fosfomicina (BD) 50
Cefalotina (BD) 30
Penicilina (BD) 10U
Amoxicilina/ A. Clavulanico (BD) 20/10
Ampicilina (BD) 10
Cefazolina (BD) 30
Ceftriaxona (BD) 30
Sulfametoxazol/trimetroprim (BD) 23.75/1.25
Tetraciclina (BD) 30
Eritromicina (BD) 15
Gentamicina (BD) 10

Estadistico.

Analisis

De acuerdo al censo de ganado lechero proporcionado por los productores de la region, se cuido

gue el nimero de animales seleccionados fuera un numero significativo para determinar la

incidencia de la mastitis. Para las diferentes pruebas cada cuarto se analiz6 de manera

independiente.

La incidencia de mastitis se calculé con el porcentaje de vacas infectadas de acuerdo al
total de vacas analizadas; el analisis se hizo eligiendo el nUmero mas alto de vacas que resultaron
infectadas en cualquiera de las 3 pruebas utilizadas.

A los resultados obtenidos de los tres métodos evaluados se les realizé un andlisis de X?
para la deteccién de la mastitis con el fin de ver si habia diferencias entre ellos.

Las mediciones de los halos de inhibicion (mm) de los antibi6ticos fueron llevados a un
andlisis de Varianza ( ANOVA ) de 1 via, a un nivel de significancia de 0.05, ademas de realizar
una comparacion de medias mediante el sistema de Tukey Kramer, todo lo anterior utilizando el

paquete estadistico NCSS version 2007.

RESULTADOS Y DISCUSIONES
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Incidencia de Mastitis Bovina

Se analizaron 126 vacas que pertenecen a los 5 productores seleccionados. A las cuales se les
aplicaron las dos pruebas de campo para detectar mastitis bovina y realizar el andlisis
microbioldgico. Los resultados obtenidos se describen a continuacion.

El andlisis de 126 vacas del municipio de Cobachi, Sonora, que comprendia a los cinco
productores seleccionados previamente, mostré que 83 vacas presentaron mastitis bovina
detectada por el analisis microbiol6gico que era nuestra prueba de referencia. La incidencia de
mastitis subclinica en la regién fue del 65.80%, ésto refleja la necesidad de implementar métodos
diagndsticos asi como un monitoreo constante de esta enfermedad, ya que comdnmente no se
realizan.

Ruiz y col. en 2011 en su estudio realizado en Pernambuco, Brasil, donde se emplearon
tres métodos de deteccién: conteo de células somaticas, Prueba de California y analisis
microbioldgico encontraron una incidencia de mastitis bovina del 63.3%; un resultado similar al
que se encontrd en el presente trabajo. Se eligié este estudio como punto de referencia ya que
en México hay muy pocos donde se evallen tres metodologias y que se incluya el analisis
bacteriolégico. Ademas también se comparo la ordefia mecanica y manual, obteniendo una
incidencia de 63.3% y 57.2% respectivamente, encontrando que en la ordefia mecanica hay una
mayor propagacion de la enfermedad y que esto podria deberse porque no hay una buen aseo
de la maquina de ordefio, sin embargo, en este estudio la ordefia fué manual, la incidencia puede
ser alta debido a que esta enfermedad no se monitoreaba antes de realizar esta investigacion en
esta region.

Gerlach y col. en 2009 en Santa Ana, Sonora reportaron una incidencia del 18.30% para
mastitis subclinica y 5.35% para mastitis clinica, un porcentaje menor que el encontrado en este
estudio (65.80%). Esta marcada diferencia entre las incidencias a pesar de ser en el mismo
estado donde se comparten casi el mismo clima y vegetacion, se debe a que el estudio en Santa
Ana, Sonora, solo se utilizé la Prueba de California, que es una prueba de campo confiable pero
cuando la enfermedad esta en etapas tempranas aun no hay suficientes células somaticas y por
lo tanto, arroja un resultado negativo. En cambio, el andlisis microbiol6gico es mas especifico y
sensible desde etapas tempranas de la enfermedad, como se vio reflejado en estos resultados.

Tabla 4. Numero de vacas detectadas con mastitis bovina por cada método.
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MAS-D-TEC Prueba de California Analisis

microbiolégico

No. de Vacas Positivas 53 64 83

% de Vacas Positivas 42.06% 50.70% 65.80%

Comparacion de Tres Métodos de Deteccidén de Mastitis Bovina

El diagndstico precoz de la mastitis y la prevencion de mastitis subclinica debe ser una prioridad
para cada productor de lacteos, para lograr la obtencién de leche de buena calidad y la
prevencién de pérdidas econdmicas. En este estudio se analizé la relacion entre tres
metodologias empleadas para la deteccion de mastitis bovina, buscando asi comparar dos
pruebas de campo con el cultivo, para conocer cual de las pruebas tiene mas relacién con el
método que se considera es el mas efectivo. Se obtuvo un 10.6% para MAS-D-TEC, un 12.7%
para la Prueba de California y el analisis microbiol6gico resulto tener un porcentaje de 28.5% de
muestras positivas, lo cual significa que es el analisis més efectivo para la deteccion de Mastitis
Bovina (Figura 4).

La comparacién de las otras dos metodologias, difiere muy poco entre si, es decir, la
Prueba de California y la Medicién de Conductividad Eléctrica (MAS-D-TEC) no muestran
diferencias. De acuerdo con los resultados de otras investigaciones la Medicion de la
Conductividad Eléctrica exhibe una alta correlacion con la prueba de california y el conteo de
células somaticas. La fiabilidad de la medicion de conductividad eléctrica se puede aumentar ain
mas utilizdndose simultdneamente con otro método de deteccion de mastitis bovina. (Glven y
col., 2012).

La Prueba de California muestra una mayor relacién con el andlisis microbiolégico que la
conductividad eléctrica, por lo que podria ser la mejor opcibn como prueba rapida para los
productores. La deteccion de mastitis con la Prueba de California ha sido extensamente evaluada
obteniendo resultados variables. En otros estudios, se ha comparado con el recuento de células
somaticas y se determiné una sensibilidad del 66,7% para detectar patdgenos mayores y 49,5
para patégenos menores, siendo una prueba apropiada para programas de monitoreo de mastitis
en vacas infectadas con patégenos mayores. La Prueba de California proporciona una prediccion

confiable debido a su similitud con las demas metodologias, y advierte sobre nuevos casos de
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mastitis subclinica y la aplicacion de medidas correctivas antes de que la enfermedad progrese a
mastitis clinica (Sargeant, 2001).

Como ya se menciond anteriormente, para este trabajo, el mejor método fue el
microbiol6gico, debido a que es considerado el estdndar por su especificidad y sensibilidad para
el diagnostico de la mastitis bovina, que ayuda a identificar el agente causal de esta enfermedad.
Para obtener un resultado valido y correcto es necesario que desde la obtencién de la muestra
de leche hasta su procesamiento en el laboratorio se emplee un manejo apropiado para evitar la
contaminacién para disminuir las variables que influyen en el resultado obtenido (Hernandez y
Valero, 1999).

Analisis Microbioldgico

Partiendo de 502 cuartos (pezones) analizados, 143 cuartos presentaron crecimiento
microbioldgico y de estos se obtuvieron 199 aislamientos.

En este trabajo s6lo se aislaron los microorganismos presentes en las muestras con
mastitis sin conocer a que especie pertenecian, sin embargo, en otros estudios realizados en
Latinoamérica informan que el género Corynebacterium sp, que es bacilo Gram positivo, es el de
mayor prevalencia, seguido por Staphylococcus aureus y Streptoccocus sp., también con
porcentaje considerable E. coli (Ruiz y col., 2011), en el resultado de este estudio se aprecia que
el 92.5% de los aislamientos fueron cocos Gram positivos en racimaos, catalasa positiva, y oxidasa
negativo, lo que hace suponer que pertenecen al género Staphylococcus sp., siendo muy pocos
los cocos Gram positivos en cadena con un 4.5% y un 3% de bacilos Gram positivos. No se
cultivaron bacilos Gram negativo confirmando asi, que la mastitis bovina en las vacas analizadas
no es por contaminacion de heces en el establo ni por la manipulacién de muestras y sé6lo por

agentes comunes de la mastitis bovina.
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Figura 4. Comparacion de los tres métodos de deteccion de Mastitis Bovina. NOTA: Subindices

iguales, no hay diferencias (p=0.05), subindices diferentes denotan diferencias entre los métodos

(p=0.05).

Figura 5. Crecimiento de bacterias obtenidas de las muestras de leche

recolectadas en Cobachi, Sonora. A. Agar Baird-Parker; B. Agar Sangre

PCR (GTG)® y Dendograma
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En la figura 6 se observa el dendograma obtenido de los perfiles electroforéticos de los productos
de PCR con el primer GTG®. Se encontr6é mucha variabilidad genémica entre las cepas analizadas
a pesar que todas provienen de Mastitis Bovina subclinica de la misma region.

Las cepas se separaron en 91 grupos, la mayoria formadas por cepas solas excepto las
cepas 113, 19, 21, 30, 32, 38 y 39 en un grupo, 11, 2, 25, 41, 43, 51, 55, 60, 72 en otro grupo.
También 109, 129, 154, 170, 172, 173, 180 tuvieron mucha similitud entre si, y otro gran grupo lo
conforman las cepas 102, 104, 189, 24, 98, 101,177, 182, 187, 99. Esta falta de poder
discriminatorio entre las cepas, posiblemente se deba a que se utiliz6 la PCR-(GTG)?® para realizar
este andlisis, pudiéndose haber utilizado otros métodos con enzimas de restriccion para hacer los
perfiles electroforéticos y asi poder tener un grado de discriminacion mas amplio, pero, como se
menciona en la metodologia, este andlisis fue realizado con el objetivo principal de hacer una pre-
seleccidn, para elegir las cepas a las cuales se les realizaria el antibiograma, sin embargo podemos

observar claramente que aun asi existe una amplia variabilidad de cepas

Sensibilidad Antimicrobiana

En la tabla 5, se muestran los resultados de la sensibilidad antimicrobiana que se realiz6 a las
cepas aisladas, de la cual se puede decir que varios antibiéticos muestran el mismo
comportamiento ante la variabilidad de las cepas analizadas. La ceftriaxona es el antibiotico al
gue se observa la mayor resistencia comparado con los demas.

Estos resultados muestran que los antibidticos fosfomicina, penicilina, ampicilina,
amoxicilina/acido clavulanico, cefalotina, cefalozina muestran una mejor accion contra los
microorganismos causales de la Mastitis Bovina en la region de Cobachi, Sonora, seguidos por
los antibidticos tetraciclina, eritromicina, gentamicina y sulfametoxazol/trimetriprim. Como
anteriormente fue mencionado, el de menor eficiencia es la ceftriaxona al que se observé una
mayor resistencia. El éxito de un tratamiento antibacteriano contra la Mastitis Bovina, esta
determinado por una elecciébn adecuada del antibidtico. Se recomiendan: R-lactamicos,
aminoglucdsidos, lincosamidas, macrolidos, tetraciclina, trimetropim-sulfonamidas combinadas,y

fluoroquinolonas (Zschock 1996).
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145
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Figura 6. Dendograma que muestra la variabilidad genémica del ADN de cepas causantes de
Mastitis Bovina, amplificado con el primer (GTG)® y separado mediante electroforesis

convencional.
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Tabla 5. Media de halos de inhibicion para cada de uno de los antibiéticos analizados.

Superindices iguales, no presentan diferencia significativa (p=0.05).

Antibidtico Media de Halo de Sensibilidad/

inhibiciéon (mm) Resistencia
Fosfomicina 402 S
Penicilina 392 S
Ampicilina 382 S
Amoxicilina/ A. clavulanico 372 S
Cefalotina 372 S
Cefazolina 352 S
Tetraciclina 28° S
Eritromicina 28°¢ S
Gentamicina 27° S
Sulfametoxazol/trimetroprim 26° S
Ceftriaxona 21° R

En este estudio se incluyeron la mayoria de las familias de los antibiéticos para evaluar la
sensibilidad con las cepas obtenidas. No se sabe con certeza el nombre de las cepas analizadas
pero como se explicO anteriormente la mayoria presentan caracteristicas del género
Staphylococcus sp; hay estudios en Latinoamérica que demuestran una alta resistencia
antimicrobiana de este género, por ejemplo Brita en el afio 2001, en Brasil, indica que hay una
resistencia de este género contra oxacilina que pertenece a grupo de los betalactamicos, asi
como la Penicilina, Amoxicilina, Ampicilina que se analizaron en este trabajo, sin embargo, no se
reflej6 esa resistencia encontrada en otras regiones, esto puede deberse a que no se trata de
Staphylococcus sp., 6 que las cepas no tienen esa multiresistencia y que la situacion se encuentra
en buen momento para evitar esa caracteristica. Otro estudio donde se utilizan otros antibiéticos,
por ejemplo la asociacion de Neomicina, Bacitracina y Tetraciclina se observé que este género
era inhibido por estos antibiéticos, seguido por el Florfenicol. En este trabajo se encontré una
gran diversidad genética en las cepas aisladas y como consecuencia, la resistencia y

susceptibilidad a los diferentes antibiéticos.
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CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo muestran una alarma a la cual se le debe tomar importancia, esto
es porque la incidencia de mastitis bovina fue del 65.80% lo cual hace notar que existe un
problema de mastitis bovina en Cobachi, Sonora.

Es de suma importancia emplear un sistema de control para el monitoreo continuo en el
animal (vaca) recurriendo a las pruebas de campo comparadas en este estudio, la Prueba de
California y el MAS-D-TEC que pueden ser utilizadas indistintamente por el productor ya que no
muestran diferencias entre si (p=0.05) y de esta manera, tener un seguimiento de esta
enfermedad en el ganado bovino.

La gran cantidad de cepas obtenidas nos muestran la variabilidad genética de los
patdgenos que provocan la mastitis bovina en esta region; esto nos hace ver la necesidad de
implementar buenas practicas de higiene a la hora de ordefio asi como en el manejo del establo
en general.

Ademés de aplicar el tratamiento adecuado utilizando los antibidticos que mostraron un
mejor efecto como fosfomicina, penicilina, ampicilina, amoxicilina/acido clavilonico, cefalotina,
cefalozina contra de los microorganismos aislados. Por otro lado, la ceftriaxona es el antibiético
gue resultdé menos efectivo, por lo tanto, lo convierte en la opcion menos recomendada a

emplearse.
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RECOMENDACIONES

El Mas-D-Tec asi como la Prueba de California son dos pruebas de campo eficaces y de bajo
costo para el monitoreo de la mastitis bovina; éstas son ideales para que los productores de esta
region las empleen en el control de la enfermedad, incluso la recomendacion va a gran escala, y
se invita a todos los productores de todo el estado que implementen este tipo de metodologias y
asi, reduzcan los indices de mastitis a nivel estado.

La aplicacion de este monitoreo y control de la enfermedad, repercutird directamente en
la producciony calidad de la leche asi como en la salud del consumidor, por lo tanto, es importante
que el productor las emplee de manera constante.

La gran variedad de bacterias aisladas muestran que la contaminacion se presenta
durante la manipulacion de la leche para la elaboracion de queso artesanal, por lo que es de
suma importancia implementar las buenas practicas de higiene, desde el area de ordefio hasta
la realizacién del queso artesanal.

El ADN obtenido de todas las cepas aisladas dan pie a seguir con la investigacion y
conocer que bacterias son las causales de mastitis bovina en esta region de Cobachi, Son. Se
pueden realizar estudios moleculares para la caracterizacion de tales bacterias con el ADN
extraido, se les puede realizar una PCR 16s ribosomal con la cual se prosigue conocer la
secuencia nucleotida de cada bacteria y saber exactamente el patégeno causal de mastitis
bovina en esta region.

Una de las investigaciones de nuestros dias, es buscar una opcion alternativa para tratar
las infecciones bacterianas, debido a la gran cantidad de cepas resistentes a los antibiéticos; por
lo tanto, una manera de aplicar un tratamiento tal vez igual de eficaz que un antibiético comun es
el uso de extractos naturales, lo cual podria arrojar resultados muy buenos y tratar la mastitis
bovina a un costo mucho mas bajo. La utilizacién de extractos naturales ayudaria como modo de
prevencién, puesto que se les puede aplicar a los animales de forma cotidiana para restringir el
crecimiento de microorganismos. Los extractos naturales actualmente se consideran una gran
alternativa para la ciencia, debido a lo ya antes mencionado, la resistencia antimicrobiana que
por el mal manejo de la poblacion se ha convertido en un problema actual a nivel mundial, y en
el uso veterinario ocurre de la misma manera.

Los datos obtenidos sobre antimicrobianos y los de diversidad genética deben ser
considerados como parte de una estrategia integral para el manejo de los hatos lecheros, esto

con el fin de tener un control exitoso de la mastitis bovina.
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