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La leche es un alimento esencial en la nutricién humana y animal, cuyo valor biolégico y econémico se
ve comprometido por enfermedades como la mastitis bovina, una de las principales causas de pérdidas
econémicas en la produccion lactea. Este estudio evalué la presencia de mastitis en vacas en ordefio
bajo un sistema de manejo semintensivo, mediante un enfoque microbiolégico y molecular. Se
analizaron 100 vacas, con sintomatologias de mastitis clinica y subclinica. El aislamiento de
Staphylococcus aureus se realizé utilizando Agar Baird-Parker, tincién de Gram y prueba de catalasa.
La confirmacién molecular se efectué mediante PCR dirigida a los genes nucA y femB. El 92,5 % de los
aislamientos correspondieron a cocos Gram positivos, descartdndose contaminacién por bacilos Gram
negativos y sugiriendo una etiologia especifica de mastitis. La amplificacién del gen femB produjo
bandas especificas (650 pb), lo que confirmé la presencia de Staphylococcus aureus, mientras que el
gen nucA presenté resultados inespecificos, lo que evidencié la necesidad de optimizar las condiciones
de la PCR para mejorar la especificidad en la deteccién, ademés de implementar métodos de control,
como la prueba de California, para detectar de manera temprana y controlar la propagacién de
Staphylococcus aureus, 1o que beneficiaria la produccién lechera.

Mastitis bovina; Staphylococcus aureus; seguridad alimentaria.

Milk is an essential food for human and animal nutrition, whose biological and economic value is
compromised by diseases such as bovine mastitis, one of the main causes of economic losses in dairy
production. This study evaluated the presence of mastitis in milking cows under a semi-intensive
management system using a microbiological and molecular approach. One hundred cows with symptoms
of clinical and subclinical mastitis were analyzed. Staphylococcus aureus was isolated using Baird-
Parker agar, Gram staining, and catalase testing. Molecular confirmation was performed by PCR
targeting the nucA and femB genes. Ninety-two point five percent of the isolates corresponded to Gram-
positive cocci, ruling out contamination by Gram-negative bacilli and suggesting a specific etiology of
mastitis. Amplification of the femB gene produced specific bands (650 bp), confirming the presence of
Staphylococcus aureus, while the nucA gene presented nonspecific results, highlighting the need to
optimize PCR conditions to improve detection specificity, in addition to implementing control methods,
such as the California test, to detect early and control the spread of Staphylococcus aureus, which would
benefit dairy production.

Bovine mastitis; Staphylococcus aureus; food safety.
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1. Introduccién bovina ha aumentado en wun 70%, asociada

A nivel mundial, la ganaderia bovina representa el
40% de la produccién agricola, por lo que es
fundamental para la seguridad alimentaria de
aproximadamente 1300 millones de personas.
Ademas, proporciona oportunidades econémicas a las
familias campesinas a través de la generacion de
empleo y la reduccién de la pobreza (FAO, 2018). Sin
embargo, la prevalencia de mastitis en la poblacién
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principalmente a la falta de condiciones higiénicas

adecuadas en los procesos de produccion (Vayas
Castillo, 2021).

La leche es un ambiente favorable para el crecimiento
de microorganismos patégenos, que provienen de
diversas fuentes en el entorno lechero. Por este motivo,
es esencial seguir practicas sanitarias rigurosas para
garantizar tanto la seguridad alimentaria como la


https://doi.org/10.59410/RACYT-v10n02ep04-0179
https://orcid.org/0000-0002-5341-3947
https://orcid.org/0000-0002-1039-7414
https://orcid.org/0009-0009-6245-9355

| Revista Amazoénica. Ciencia y Tecnologia | Vol. 10 No 2 | https:/doi.org/10.59410/RACYT-v10n02ep04-0179 |

calidad del producto final (Bonilla 1964; Valdivia Avila
et al., 2023). Ademas de las alteraciones de la leche, la
mastitis puede provocar la pérdida de la funcién de la
glandula mamaria, causando inflamacién y dafo
tisular debido a la infeccion, lo que a su vez puede
resultar en una reduccién en la produccién (Mera
Andrade et al., 2017).

La mastitis no solo afecta econémicamente a los
productores, sino que también constituye un riesgo
para la salud publica, al ser una posible via de
transmision zoonética. Se ha demostrado que
Staphylococcus aureus es capaz de causar enfermedad
en los humanos (Adame-Gémez et al., 2021; Ramirez-
Sanmantin et al., 2023). Partiendo de este entorno, el
objetivo de este estudio consisti6 en abordar los
procesos de mastitis en vacas lecheras desde un
enfoque microbiolégico y molecular, buscando
impulsar el desarrollo de practicas y tecnologias mas
eficientes, que no solo mejoren la salud animal, sino
que también reduzcan la dependencia de tratamientos
farmacol6gicos excesivos, con el fin de generar
informacion clave que potencie la productividad y
sostenibilidad del sector agricola.

2. Materiales y métodos
2.1. Area de estudio

La investigacion se realizé en el cantén San Miguel de
los Bancos, 0° 01’ 23” de latitud norte y 78° 53’ 31” de
longitud sur. La zona presenta un clima himedo con
19,1 °C de temperatura media, 92,37 % de humedad
relativa y 3833 mm de precipitacién anual. Los
analisis microbiol6gico y molecular se desarrollaron en
el laboratorio de microbiologia del Campus
Experimental "La Maria", de la UTEQ, situado en el
km 7,5 de la Via Quevedo—E]l Empalme, en la provincia
de Los Rios, Ecuador.

2.2. Seleccion de la muestra

El estudio se basé en un enfoque observacional
retrospectivo, donde se incluyeron 100 vacas en
ordeno, con sintomatologias de mastitis clinica y
subclinica. Las vacas se distribuyeron en una finca con
un sistema de manejo semintensivo.

2.2.1. Deteccion de mastitis

La presencia de mastitis subclinica se determiné
mediante la prueba de California, aplicada antes del
ordefio tras descartar los primeros chorros de leche. Se
tomaron muestras de aproximadamente 2 ml de leche,
a las que se les anadi6 una cantidad similar del
reactivo utilizado en el California Mastitis Test (CMT),
siguiendo el procedimiento descrito por Barnum y
Newbould (1961).

2.2.2. Recoleccion de la muestra
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Las muestras fueron recolectadas de la secrecion
lactea obtenida de cada uno de los cuartos mamarios
de los animales. Para el proceso, se utilizaron tubos de
Falcon estériles para almacenar las muestras, que se
colocaron en un recipiente térmico a 10 °C y luego se
transportaron al laboratorio de la UTEQ para su
analisis y evaluacién (Sanchez-Ceja et al., 2018).

2.83. Analisis de laboratorio
2.8.1. Deteccion de mastitis

Se utiliz6 el Agar Baird-Parker, especifico para
Staphylococcus  aureus, para  observar las
caracteristicas morfolégicas de las colonias, siguiendo
los procedimientos establecidos por VALTEK S.A
(2011).

2.3.2. Tincion de Gram

Para preparar el frotis bacteriano, se tomé una colonia
con un asa de inoculacién y se distribuyé sobre un
portaobjetos. La muestra fue fijada por calor y luego se
tifié con cristal violeta durante 30 s, eliminando el
exceso del colorante. Después, se aplicé lugol durante
1 min, se decoloré con etanol al 95 % por 20 s y se lavé
con agua. Finalmente, se anadié safranina como
colorante de contraste, se dejé actuar durante 1 min y
se enjuag6. La observacion se realiz6 bajo el
microscopio con aumentos de 40 x y 100 x (Baiu, Al-
Abdli, 2016).

2.3.3. Prueba de catalasa

Con un asa de inoculacién, se transfirié6 una colonia
bacteriana a un portaobjetos, sobre el que se aplicaron
gotas de peréxido de hidrégeno al 3 %. La reaccién fue
evaluada observando la generacion de burbujas de
oxigeno. La apariciéon de estas burbujas indicé la
presencia de actividad catalasa en la muestra (Wanger
et al,2017).

2.4. Amplificacion de genes nucA, femB

Para amplificar el gen nucA, se utilizaron los primers
nucAl (5 GCG ATT GAT GGT GAT ACG GTT 3) y
nucA2 (5> AGC CAA GCC TTG ACG AAC TAA AGC
3’). El protocolo consistié en realizar 10 repeticiones
iniciales con las siguientes condiciones: 94 °C por 40 s,
68 °C por 40 s y 72 °C por 1 min, seguido de 25 ciclos
con 94 °C por 1 min, 58 °C por 1 min y 72 °C por 2 min,
terminando con una extension final a 72 °C por 10 min.

Para amplificar el gen femB, se emplearon los primers
FemB1 (5 TTA CAG AGT TAA CTG TTA CC 3) y
FemB2 (5 ATA CAA ATC CAG CAC, GCT CT 3’). El
ciclo comenz6 con una desnaturalizacion inicial a 94 °C
por 5 min, seguido de 35 ciclos a 94 °C por 45 s, 50 °C
por 45s, y 72°C por 60 s, con una extensién final a
72 °C durante 5 min. La mezcla de reaccién contenia
1X de buffer, 1,6 mM de MgCl;, 1U de Tag DNA
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polimerasa, 10nM de primers forward y reverse,
200 uM de dNTP’s, menos de 1 ug de ADN de muestra,
y agua molecular para completar un volumen de 25 pL.
Se utilizaron controles positivos (Staphylococcus
aureus ATCC 43300 y Staphylococcus aureus 29213) y
control negativo (Staphylococcus epidermidis ATCC
35983). Los productos amplificados fueron separados
en geles de agarosa al 1 % a 80V, tefiidos con bromuro
de etidio (10 mg/mL), y visualizados usando un
transiluminador Bio Rad (Hamdan-Partida et al,
2015).

2.56. Identificacion molecular de Staphylococcus
aureus

Se centr6 la muestra mediante centrifugacién del
cultivo puro y luego se extrajo el ADN siguiendo
procedimientos estandar, utilizando 100 mg del
sedimento de leche. La concentracion y pureza del
ADN se evaluaron con un espectrofotémetro
NanoDrop, mientras que su integridad se verifico
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 %. Las
condiciones para la PCR, empleando los primers
NucA1/NucA2 y FemB1/FemB2 para la deteccion de
Staphylococcus aureus, se presentan en la Tabla 1, con
ajustes realizados conforme a la bibliografia y las
recomendaciones del inserto de 2x Blastag PCR Taq
MasterMix. Los productos obtenidos de la PCR se
analizaron mediante electroforesis en un gel de
agarosa al 1 % (Hamdan-Partida et al., 2015).

Tabla 1 | Condiciones de PCR

Fragmento Temperatura, Tiempo,
°C s

NucA
Desnaturalizacion 94,0 180
inicial
Descentralizacion 94,0 40
Annealing 68,0 40
Extensién 72,0 60
Pasos (25 ciclos)
Desnaturalizacién 94,0 60
Annealing 58,0 60
Extension 72,0 120
Extension final 72,0 300

FemB Pasos (30 ciclos)
Desnaturalizacion 94.0 300
inicial
Desnaturalizaciéon 94,0 45
Annealing 55,0 + 6 15
Extension 72,0 15
Extension final 72,0 180

3. Resultados y discusion

3.1. Presencia de colonias de Staphylococcus aureus a
través de medio moderadamente selectivo (Agar
Baird-Parker).

En la Figura 1 se aprecia una tonalidad violeta en la
periferia de la célula, lo que evidencia una pared
celular rica en peptidoglicano, caracteristica distintiva
de Staphylococcus aureus como bacteria Gram
positiva. En agar sangre de carnero, se observaron
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colonias de aspecto cremoso con hemolisis beta. La
tincién de Gram revelé la presencia de cocos Gram
positivos, con morfologia tipica del género
Staphylococcus, similar a lo reportado por Sagbay Diaz
et al. (2024), quienes investigaron bacterias aisladas
de leche bovina de vacas con mastitis tratadas con
compuestos derivados del ozono. Identificaron una alta
frecuencia de cocos Gram positivos como agentes
etiolégicos:  Staphylococcus  aureus (29,09 %),
Staphylococcus coagulasa negativos (11,75 %),
Streptococcus agalactiae (0,60 %) y Corynebacterium
pyogenes (0,12 %), 1o que coincide con los hallazgos de
Pasachova Garzon et al(2019), quien también clasifico
a Staphylococcus aureus como un coco Gram positivo,
dispuesto en racimos, con hemdlisis § y reacciones
positivas a catalasa y coagulasa.

Figura 1 | Prueba de tincién de Gram para Staphylococcus
aureus

La bacteria observada tiene la forma de cocos Gram
positivos y se determiné que el 925% de los
aislamientos correspondian a cocos Gram positivos en
racimos, catalasa positiva, oxidasa negativa y
coagulasa positiva, lo que respalda la identificacién de
Staphylococcus spp. (Figura 2). La ausencia de bacilos
Gram negativos en el cultivo descarté que la mastitis
en las vacas estudiadas estuviera causada por
contaminacién fecal en el establo o por un manejo
inadecuado de las muestras. Esto sugiere que los
agentes patégenos involucrados estan especificamente
relacionados con la mastitis bovina (Calderén y
Rodriguez, 2008).

Figura 2 | Staphylococcus aureus mediante la prueba de tincion
de Gram

La Figura 3, present6 una reaccién catalasa positiva,
caracterizada por la formacién de burbujas en racimos
de diferentes tamafos, de color gris, con un centro
blanco en cada burbuja. Esta reaccién permitié una
clara diferenciacién de las cepas coagulasa positivas.


https://doi.org/10.59410/RACYT-v10n02ep04-0179

| Revista Amazoénica. Ciencia y Tecnologia | Vol. 10 No 2 | https:/doi.org/10.59410/RACYT-v10n02ep04-0179 |

En términos generales, segin (VALTEK S.A 2011) la
muestra inicial estuvo parcialmente inhibida debido a
las altas concentraciones de litio, glicina y piruvato
presentes en la composicién del Agar Baird Parker.
Ademas, se verifico que casi el 100% de los
estafilococos coagulasa positivos son capaces de
reducir el telurito, formando colonias negras, a
diferencia de otros estafilococos que no siempre
presentan esta caracteristica (Sagbay Diaz et al,
2024).

Figura 3 | Prueba de catalasa

De acuerdo con Restrepo et al. (2021) Staphylococcus
aureus puede presentar una capacidad reduccional
débil, especialmente en la leche de animales con
mastitis (infeccién mamaria), creando un ambiente
favorable para el crecimiento de microorganismos
debido a su composicién rica en nutrientes. La
presencia de coagulasa positiva y actividad catalasa
son caracteristicas distintivas de Staphylococcus
aureus, aunque es importante senalar que algunas
variaciones en estas propiedades pueden ocurrir bajo
diferentes condiciones de crecimiento en distintos
tipos de muestras (Duquesne Alderete et al, 2015).

En la Figura 4, se observé un burbujeo intenso como
resultado de la produccién de oxigeno al agregar unas
gotas de peréxido de hidrégeno sobre la bacteria. Este
fenémeno permitié diferenciar las colonias aisladas,
que compartian caracteristicas macroscopicas
similares en el medio en que crecieron (Castaneda-
Vazquez et al. 2020). El intenso burbujeo indicé la
actividad de la enzima catalasa, lo cual es un criterio
fundamental en la identificacion de diversos
microorganismos, dependiendo de la morfologia tanto
macroscépica como microscépica de las colonias. Sin
embargo, en el estudio de Torreglosa et al (2022), se
encontré que la prueba de catalasa fue negativa; al
mezclar las bacterias con peréxido de hidrégeno, la
enzima catalasa, que se encuentra en la mayoria de las
bacterias aerdbicas y anaerébicas que poseen
citocromo oxidasa, no mostré actividad, lo que
confirmé la presencia de Staphylococcus aureus en 12
muestras, que corresponden al 42 % de las muestras
positivas a mastitis subclinica.
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Figura 4 | Staphylococcus aureus mediante la produccion de
oxigeno

3.2. Staphylococcus aureus con la amplificacion de los
genes nucA, femA a través de técnica PCR.

La amplificacion por PCR de dos genes marcadores
especificos para Staphylococcus aureus en el
fragmento FemB result6é en una tnica banda de
aproximadamente 650 pb, lo que confirma que la
muestra  analizada  corresponde al  género
Staphylococcus spp. Se obtuvo ADN de alta calidad
para el proceso de amplificacién y, tras la electroforesis
horizontal, se observaron las bandas correspondientes
a los fragmentos NucA (270 pb) y FemB (651 pb). En el
fragmento NucA, se observaron bandas inespecificas
(Figura 5), mientras que en FemB se visualizé
claramente una banda de aproximadamente 65 pb.

Se realizé una PCR Staphylococcus aureus
amplificando los genes nucA y femA, con la técnica de
PCR para estos dos genes marcadores especificos. El
fragmento FemB mostré6 una sola banda de
aproximadamente 650 pb, lo que confirma que la
muestra pertenece al género Staphylococcus spp. En el
fragmento NucA se observaron ampliaciones
inespecificas de alrededor de 50 pb y 150 pb, mientras
que para FemB se visualizé una banda de
aproximadamente 650 pb. Los resultados obtenidos
fueron similares a los reportados por Gémez-Gamboa
et al. (2016), quienes realizaron una PCR dirigida a los
genes nucA (270 pb) y femB (651 pb) en aislamientos
de Staphylococcus aureus provenientes de superficies
hospitalarias. El carril 1 correspondié al marcador de
peso molecular (PM), el carril 2 a la cepa control
positivo, el carril 3 al control negativo y los carriles del
4 al 9 mostraron bandas correspondientes a cepas
positivas para nucA. Las cepas positivas para femB se
visualizaron en los carriles del 12 al 20.

Otros estudios, como el de Adame-Goémez et al. (2021),
ratifican haber empleado los genes nucA y FemA para
confirmar la presencia de Staphylococcus aureus,
detectando tres muestras positivas para esta bacteria.
Las cepas coagulasa positivas con presencia del gen
nucA también contenian femB, mientras que aquellas
coagulasas positivas sin nucA (67F y 527F) tampoco
presentaron femB. Asimismo, las cepas coagulasa
negativas con deteccién de nucA (12F y 287N) no
mostraron amplificacion del gen femB.
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Figura 5 | Staphylococcus aureus mediante la produccién de oxigeno. A) Ampliaciones de aproximadamente 50 y 150 pb (inespecificos)
para el fragmento NucA. B) Ampliacién de alrededor de 650 pb para el fragmento FemB (MM=Marcador de peso molecular, CN= Control

negativo)

Estos resultados son coincidentes con los datos
registrados de Guzman-Rodriguez et al (2021),
quienes concluyeron que no se identificaron cepas
coagulasa negativas ni cepas coagulasa positivas
distintas de Staphylococcus aureus que presentaran
simultaneamente los genes nucA y femB. Por lo tanto,
la presencia simultdnea de estos dos genes se
considera un marcador especifico de esta bacteria.

4. Conclusiones

El Staphylococcus aureus es el principal agente
etiolégico de la mastitis bovina en produccion
semintensiva. Su persistencia se debe mds a su
capacidad de adaptarse al entorno mamario que a
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