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RESUMEN 

PÉREZ GERARDO MALVA DÁNAE. Detección de genes de virulencia, formación 
de biopelícula y resistencia a quimioterapéuticos en cepas de Staphylococcus 
aureus y Staphylococcus coagulasa negativos aislados de mastitis bovina. 

(Asesora: M.C. Laura Hernández Andrade; Comité tutor: Dra. Susana Elisa 
Mendoza Elvira y Dr. José Abel Ciprián Carrasco) 

 
La mastitis bovina tiene repercusiones económicas para la industria lechera, entre 

los principales agentes etiológicos de la mastitis infecciosa se encuentra a 

Staphylococcus aureus y en reportes recientes se incluye a los Staphylococcus 

coagulasa negativos. Ambas especies de microorganismos tienen la capacidad de 

formación de biopelícula que contribuye a la persistencia de la infección. Así como 

también llegan a presentar resistencia a antimicrobianos por lo que los 

tratamientos para controlar la mastitis son nulos o poco eficaces, el objetivo del 

trabajo fue analizar cepas de S. aureus y SCN aisladas de casos de mastitis 

bovina para detectar producción de biopelícula, factores de virulencia y resistencia 

a antimicrobianos.  Para evaluar la producción de biopelícula, virulencia y la 

resistencia a antimicrobianos se trabajó con 22 cepas S. aureus y 32 cepas SCN 

aislados de casos de mastitis bovina, se realizaron pruebas de adherencia en tubo 

y placa, pruebas bioquímicas para detectar factores de virulencia, y pruebas de 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR) punto final para los genes icaA, icaB, 

icaC, icaR, bap, atlE, cap5 y cap8; y PCR múltiplex para los genes icaD, femA y 

mecA; también se realizaron pruebas de susceptibilidad a antimicrobianos. Las 54 

cepas, mostraron capacidad de producir biopelícula. Se observaron altos 

porcentajes de resistencia a ampicilina y oxacilina 100% de los S. aureus (n=22) 

para ambos casos; 93.75% y 96,87% respectivamente en el caso de los SCN 

(n=32). Los genes icaA y cap5 fueron los de mayor frecuencia en S. aureus; el gen 

cap5 se presentó en S. intermedius, S. simulans y S. haemolyticus. El 9% de cada 

grupo, 2 cepas de S. aureus y 3 cepas de SCN, presentaron el gen mecA. El PCR 

múltiplex sirve como herramienta para la detección de producción de biopelícula y 

resistencia a meticilina. En México el nivel de resistencia alto a los betalactámicos, 

incluyendo a la meticilina, es mucho mayor a lo reportado a nivel mundial 
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INTRODUCCIÓN 

La mastitis es una de las enfermedades que tiene más impacto en la industria 

lechera, ya que provoca grandes pérdidas económicas debido a la reducción en la 

producción de leche y el deterioro de la calidad de la misma (Muñoz; et al., 2012; 

Ávila, 2015; Acosta, 2018). El Departamento de Agricultura de Estados Unidos 

(USDA) estima que la presentación de esta enfermedad tiene costo de 

aproximadamente $730.00 a $850.00 MXN por cada caso de mastitis, esto 

refiriéndose a los costos directos que incluyen el uso de antimicrobianos, los 

servicios veterinarios, la mano de obra para la aplicación de los tratamientos y el 

descarte de la leche que no puede ser comercializada. En México se han 

reportado pérdidas económicas de aproximadamente 2 millones y medio de 

pesos, de estos se atribuye que el 80% de estos costos son representados por la 

mastitis subclínica y el resto debido a la mastitis clínica (Bedolla, 2008; Mera et al., 

2017). 

La mastitis puede ser ocasionada por diversos factores ya sean físicos, químicos, 

de origen mecánico por una mala práctica de ordeño o de origen infeccioso (Ávila. 

2015). La mastitis de origen infeccioso es la más común, se han identificado 130 

especies de microorganismos causantes de mastitis infecciosa, siendo aislados 

con mayor frecuencia son: Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, 

Mycoplasma spp., Corynebacterium bovis y algunos patógenos ambientales como: 

Escherichia coli, Klebsiella spp. Streptococcus dysgalactiae, Trueperella pyogenes 

y Streptococcus uberis (Ruiz et al., 2001; Frey et al., 2012; Muñoz et al., 2012; 

Abebe et al., 2016). Por otra parte, la mastitis se puede clasificar como clínica y 

subclínica; la clínica se caracteriza por alteraciones en la glándula mamaria y 

cambio en la apariencia y composición de la leche; la presentación subclínica es la 

más prevalente y no se puede detectar de forma visual para su detección se 

deben realizar pruebas como la de California (Sánchez y Gutiérrez, 2015. Abebe 

et al., 2016). 

La mastitis causada por Staphylococcus aureus tiene una baja tasa de curación. 

S. aureus es el principal causante de mastitis clínica, sin embargo, también puede 

ser asociado a mastitis subclínica e infecciones crónicas (Aslantaş y Demir, 2016; 
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Kamaruzzaman et al., 2017). S. aureus se caracteriza por tener la capacidad de 

invadir las células alveolares de la glándula mamaria y se internaliza en 

macrófagos, también produce toxinas que pueden provocar la muerte celular del 

tejido secretor reduciendo la producción láctea (Kamaruzzaman et al., 2017). 

Los Staphylococcus coagulasa negativos (SCN) se consideraban patógenos 

menores, recientemente se les considera como los principales microorganismos 

causantes de mastitis subclínica (Taponen y Pyörälä, 2009; Pellegrino 2011; 

Tremblay et al., 2013; Sánchez y Gutiérrez, 2015; Ávila, 2015). Hace tiempo los 

SCN se clasificaban como un grupo y no se identificaban las especies, sin 

embargo, ya que actualmente son los patógenos más prevalentes en infecciones 

intramamarias se han identificado; las especies más comunes son las siguientes: 

S. chromogenes, S. simulans, S. xylosus y S. haemolyticus. No obstante, existe 

poca información respecto a su virulencia y de los mecanismos con los que 

cuentan para causar mastitis. (Tremblay et al., 2013). 

Género Staphylococcus 

Los Staphylococcus son cocos Gram positivos que tienden a agruparse en pares, 

tétradas o grupos irregulares que toman la forma de racimos. Las colonias son 

generalmente blanquecinas con bordes regulares, son microorganismos no 

móviles y no forman esporas. Para diferenciarlos de otros cocos Gram positivos se 

debe considerar que Staphylococcus es catalasa positivo y oxidasa negativo, 

excepto en caso de Staphylococcus sciuri, ya que en esta especie se han 

encontrado cepas oxidasa positiva (Markey et al., 2013). Los Staphylococcus 

cuentan con diversos factores de virulencia que pueden contribuir a la adhesión, 

invasión y colonización de la glándula mamaria (Figueira et al., 2017; Acosta, 

2018). Uno de los principales factores con los que cuentan S. aureus y los SCN es 

la habilidad de producir biopelícula (Tremblay et al., 2013; Aslantaş y Demir, 2016; 

Khoramrooz et al., 2016).  
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Biopelícula 

La biopelícula se define como un agregado de microorganismos que se 

encuentran cubiertos por una matriz de polímeros extracelulares que producen los 

mismos microorganismos y están adheridos a una superficie o a otros 

microorganismos (Flemming et al., 2016). La biopelícula confiere a las bacterias 

protección ante los cambios del medio ambiente, concentra nutrientes 

aprovechables por los microorganismos y facilita la eliminación de desechos 

(Nazar, 2007; Becerra et al., 2009). Es uno de los factores de virulencia más 

importantes ya que asegura la permanencia de las bacterias en el tejido glandular 

(Vanderhaeghen et al., 2014). 

La formación de estas comunidades sésiles o adheridas, puede resultar en 

infecciones crónicas o persistentes ya que la formación de biopelícula contribuye a 

la evasión de la respuesta inmune, ya sea la respuesta humoral o la respuesta 

celular, y a la resistencia a antimicrobianos; algunas cepas de Staphylococcus 

multresistentes han mostrado la capacidad de generar grandes cantidades de 

biopelícula (Barberis et al., 2001; Sauer, 2003; Márquez et al., 2008; Khoramian et 

al., 2015; Flemming et al., 2016).  

Para la formación de biopelícula se requieren de tres pasos (Figura 1). En el 

primer paso: adherencia primaria, se involucran proteínas como autolisina E 

(AtlE) que tiene como función degradar la pared celular, su activación cambia la 

hidrofobicidad de la superficie celular y también funciona como adhesina ya que es 

mediadora de la unión del microorganismo al poliestireno. El gen atlE es el que se 

encarga de codificar la proteína AtlE (Vanderhaeghen et al., 2014; Büttner et al., 

2015). En el caso de Staphylococcus epidermidis se ha encontrado que AtlE tiene 

un rol en la formación de biopelícula mediada por ADN extracelular y también 

puede otorgarle la capacidad de adherirse a la vitronectina, componente de la 

matriz extracelular (Büttner et al., 2015). Otros factores involucrados en la 

adhesión primaria son la lipasa extracelular GehD que tiene una actividad 

enzimática y funciona como una proteína de unión al colágeno (componente de la 

matriz extracelular) (Büttner et al., 2015); y el antígeno capsular de adhesión 
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(PS/A) sintetizado por el operón de la adhesina intracelular (ica) (Khoramrooz et 

al., 2016). 

El segundo paso: acumulación, que esta mediada por las adhesinas 

intracelulares que hacen el papel de un adhesivo en la biopelícula, la más 

estudiada es la adhesina polisacárida intracelular (PIA). El operón ica también es 

responsable de la síntesis de la adhesina polisacárida intracelular (Khoramrooz et. 

al., 2016), el locus ica se conforma por los genes icaADBC, se requiere la 

expresión de los cuatro genes para obtener una molécula funcional de PIA 

(Büttner et. al., 2015). 

La proteína asociada a biopelícula (Bap), codificada por el gen bap, es una de las 

adhesinas con mayor importancia durante las fases de adherencia y acumulación 

(Cucarella, et al., 2001; Khoramrooz et al., 2016). Esta proteína que promueve la 

acumulación de S. aureus en células epiteliales, sólo se ha encontrado en cepas 

aisladas a partir de muestras tomadas de bovinos y no todas las cepas pueden 

presentarla. Esta es una proteína de superficie que también puede verse 

involucrada en la adhesión primaria a superficies inertes y tejidos (Foster et al., 

2014; Aslantaş y Demir, 2016).  

Finalmente, el tercer paso es la liberación: la estructura de la matriz se pierde y 

se liberan bacterias para la colonización en una nueva superficie (Büttner et al., 

2015).  

 

 

 

 

 

 
Figura 1 Pasos para la producción de biopelícula. 
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Resistencia a antimicrobianos 

Los tratamientos utilizados contra la infección intramamaria por S. aureus son 

menos efectivos que los utilizados contra otros patógenos ya que este 

microorganismo posee diferentes capacidades como la de invadir las células para 

evitar el efecto de los antibióticos, característica que además permite la evasión de 

la respuesta inmune (Schönborn y Krömker, 2016).  

Por otra parte, los tratamientos con antibióticos pueden no eliminar por completo a 

todos los microorganismos, lo que puede ocasionar el desarrollo de mastitis 

subclínica crónica. La persistencia de S. aureus en glándula mamaria causa 

pérdidas económicas ya que es una de las principales razones de desecho de 

ganado (Pereyra et al., 2016). También se ha dado a conocer que los SCN son 

más resistentes a los antimicrobianos que los S. aureus, por lo que el monitoreo 

de los casos de mastitis por SCN es de suma importancia (Kim et al., 2019). 

En la industria lechera se utilizan comúnmente antimicrobianos betalactámicos 

como tratamiento para las infecciones ocasionadas por Staphylococcus, estos 

tratamientos se han complicado debido a la resistencia adquirida a este tipo de 

antimicrobianos (López y Vázquez, 2015). Otros antimicrobianos que son 

utilizados para tratamiento de mastitis son los aminoglucósidos y macrólidos 

(Pellegrino et al., 2011). Por otra parte, se atribuye al uso indiscriminado de 

antimicrobianos como: cefalosporinas de tercera generación, macrólidos y 

fluoroquinolonas, como un factor que contribuye a la emergencia de resistencia a 

la meticilina o vancomicina (Khodadadi et al., 2016).  

Los microorganismos pueden adquirir resistencia por mutaciones o adquisición de 

genes de resistencia y evitando la incorporación del antibiótico a la célula 

bacteriana. Por otra parte, hay tres mecanismos de resistencia adaptativa: 1) 

indiferencia al fármaco, ya que al no estar en división celular o por falta de 

nutrientes las bacterias son parcial o completamente resistentes al antibiótico; 2) 

persistencia, cuando una fracción de la población sobrevive a la exposición al 
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fármaco por no estar en replicación y 3) la formación de biopelícula (Márquez et al, 

2008; Becerra et al, 2009). 

La resistencia a betalactámicos con las que algunas cepas de Staphylococcus 

cuentan se puede dar por la presencia del gen blaZ que codifica la producción de 

enzimas beta lactamasas. Otro mecanismo de resistencia a betalactámicos es la 

resistencia intrínseca a meticilina que se da por la presencia del gen mecA, los 

microorganismos que cuentan con este gen en el genoma pueden producir la 

proteína de unión a la penicilina 2a (PBP2a) de baja afinidad a betalactámicos, 

este mecanismo se conoce como resistencia a meticilina/oxacilina (López y 

Vázquez, 2015; Figueira et al., 2017). El gen femA junto con el femB actúan como 

regulador para la expresión de la resistencia a meticilina; la proteína FemA es 

necesaria para la síntesis de la pared celular de Staphylococcus. Aunque la 

proteína que codifica el gen femA es necesaria para la expresión de la resistencia 

a meticilina, también se puede encontrar en cepas sensibles. Si se llega a dar una 

mutación o la inactivación del gen femA, la resistencia a meticilina se reduce 

(Barzani, 2017, Khodadadi et al., 2016). 

Cuando el mecanismo de resistencia se debe a la formación de biopelícula 

pueden presentarse tres diferentes situaciones que contribuyan a la resistencia 

(Márquez et al., 2008; Becerra et al., 2009) tales como: 

1.- Las bacterias que se encuentran dentro de la matriz glucoproteíca son menos 

accesibles a la difusión de los antibióticos. La penetración del antibiótico es lenta o 

incompleta y no llega a entrar en contacto con la pared celular. 

2.- No hay replicación bacteriana debido a que la biopelícula otorga una protección 

al microorganismo y el metabolismo bacteriano no es suficiente para el correcto 

funcionamiento del antibiótico. 

3.- Los antibióticos sufren una alteración química debido al cambio de pH que hay 

en el microambiente creado dentro de la biopelícula.  
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Problemática de la resistencia 

La problemática de la resistencia a antimicrobianos, como se mencionó 

anteriormente, se debe al uso inadecuado de antibióticos para el tratamiento de 

mastitis bovina y al uso indiscriminado de antibióticos como profilaxis para el 

periodo seco en vacas lecheras ya que puede ocasionar la selección de bacterias 

multirresistentes (Pellegrino et al., 2011; Aslantaş y Demir, 2016, Kim et al., 2019). 

En el caso de S. aureus se ha reportado resistencia a diversos antimicrobianos 

como: vancomicina, tetracicilina, eritromicina, dicloxacilina, penicilina G, 

gentamicina, ampicilina, oxacilina e inclusive a sulfametoxazol y trimetoprim 

(Zendejas et al., 2014; Xu et al., 2015; Aslantaş y Demir, 2016; Khodadadi et al., 

2016), mientras que en el caso de los SCN, se ha reportado resistencia a 

ampicilina, eritromicina, estreptomicina, tetraciclina, penicilina G, vancomicina, 

oxacilina y novobiocina (Ruiz et al., 2001; Frey et al., 2012; Fariña et al., 2013; 

Sánchez y Gutiérrez, 2015; Saidi et al., 2019). Estos reportes son indicadores de 

que las opciones terapéuticas contra las infecciones de glándula mamaria 

provocadas por microorganismos del género Staphylococcus son cada vez más 

limitadas.  

Factores de virulencia 

Además de la formación de biopelícula y la resistencia a la meticilina, actualmente 

se han descrito varios factores de virulencia que están involucrados en la 

patogenia de las infecciones causadas por Staphylococcus spp. Estos factores se 

pueden dividir en: a) enzimas; b) exotoxinas y c) componentes de superficie 

celular (Seija, 2008).  

Tanto S. aureus y SCN cuentan con enzimas como la lipasa, DNAsa, fosfatasa, 

entre otras que contribuyen a la persistencia de la infección (Seija, 2008; Fariña et 

al., 2013). A continuación, se detallan las funciones de algunas de estas enzimas. 

La hialuronidasa hidroliza el ácido hialurónico del tejido conectivo, esto facilita la 

diseminación de S. aureus; la lipasa se encarga de hidrolizar los lípidos 

produciendo tres diferentes ácidos grasos; la fosfolipasa C tiene un papel en la 
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fisiología de la infección ya que permite la hidrolisis de los lípidos epiteliales de la 

piel, permitiendo que la colonización por S. aureus se facilite (MacFaddin, 1999); 

la fibrinolisina disuelve los coágulos de fibrina facilitando la colonización (Zendejas 

et al., 2014); las enzimas DNAsa y fosfatasa colaboran en el proceso infeccioso y 

la producción de lesiones (Seija, 2008); la caseinasa es una exoenzima proteasa 

que hidroliza la caseína; la lecitinasa C, junto con las lecitinasas A, B y D 

hidrolizan el fosfolípido lecitina en diferentes regiones de la molécula produciendo 

otras sustancias además de fosforilcolina y digliceridos (MacFaddin, 1999); otra 

exoenzima es la gelatinasa que es proteolítica, algunos microorganismos secretan 

estas enzimas para degradar las proteínas en aminoácidos ya que algunas 

proteínas son de gran tamaño y no pueden ser utilizadas para el metabolismo 

bacteriano como tal, y la ureasa que al hidrolizar la urea libera dos moléculas de 

amoniaco (MacFaddin, 2003).   

Los Staphylococcus spp también cuentan con serotipos capsulares de naturaleza 

polisacárida a la que se le conoce como slime o cápsula mucoide que otorga 

capacidad de adherencia y antifagocítica. En S. aureus se han identificado 11 

serotipos capsulares. Sólo los polisacáridos de los serotipos 1,2, 5 y 8 han sido 

purificados y químicamente caracterizados (Salimena et al., 2016); el serotipo 1 

produce una gran cantidad de polisacárido, así brinda a la bacteria un aspecto 

mucoide; los serotipos 5 y 8 son más frecuentes y junto a las adhesinas 

intercelulares incrementan el desarrollo de la biopelícula y aumentan la capacidad 

de adhesión a la misma (Cervantes et al., 2014). Los S. aureus de importancia 

clínica generalmente cuentan con alguno de estos serotipos capsulares, ya sea el 

5 ó el 8; se han identificado estos serotipos en S. aureus aislados de infecciones 

en humanos y en bovinos. Se ha reportado una gran variabilidad en la distribución 

de los serotipos capsulares en diferentes países. Existen reportes de que del 94 al 

100% de los S. aureus aislados de mastitis bovina, cuentan con la cápsula 

polisacárida extracelular (Salimena et al., 2016). 
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HIPÓTESIS  

Las cepas de S. aureus y SCN aisladas de casos de mastitis bovina que tengan la  

capacidad de producir biopelícula, contarán con los genes del locus icaADBC, el 

gen icaR, el gen atlE, o el gen bap y además de los genes de los serotipos 

capsulares 5 y 8 (cap5 y cap8); así como la resistencia a meticilina por lo que 

presentaran los genes mecA y femA; el producir ciertos factores de virulencia 

permitirá mayor capacidad de producción de biopelícula. 

OBJETIVO GENERAL 

El objetivo general del trabajo fue analizar cepas de Staphylococcus aureus y 

Staphylococcus coagulasa negativos aisladas de casos de mastitis para detectar 

producción de biopelícula, factores de virulencia y resistencia a antimicrobianos. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Determinar la producción de biopelícula en cepas de Staphylococcus 

aureus y Staphylococcus coagulasa negativos aisladas de casos de mastitis 

bovina 

2. Detectar factores de virulencia, DNAsa, fosfatasa, ureasa, gelatinasa, 

caseinasa, lecitinasa, fibrinolisina y lipasa.  

3. Detectar serotipos capsulares 5 y 8 en cepas de Staphylococcus aureus y 

Staphylococcus coagulasa negativos productoras de biopelícula mediante 

PCR punto final. 

4. Detectar la presencia de los genes icaA, icaB, icaC, icaR, atlE y bap por 

medio de PCR punto final. 

5. Estandarizar un PCR múltiplex para detectar la presencia de los genes 

femA, icaD y mecA. 

6. Evaluar la resistencia a antimicrobianos de las cepas de Staphylococcus 

aureus y Staphylococcus coagulasa negativos productoras de biopelícula. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

Aislamiento e identificación 

Se obtuvieron cepas de Staphylococcus spp a partir de muestras de leche de 

casos de mastitis bovina proveniente de los estados de Querétaro y Coahuila, así 

como de un muestreo realizado en la cuenca lechera de Tizayuca en el estado de 

Hidalgo (Figura 2). Las muestras de leche fueron homogenizadas con 30 

movimientos del tubo según el manual del National Mastitis Council, después se 

sembraron en agar sangre y agar sal manitol e incubaron en condiciones de 

aerobiosis a 37°C durante 48 h. Una vez transcurrido este tiempo se observó el 

crecimiento y la hemolisis en el agar sangre; mientras que en el agar sal manitol 

se observó la coloración del medio de cultivo. Se realizaron frotis a partir de los 

crecimientos y se realizó la tinción de Gram, para observar la morfología 

microscópica y la pureza de los cultivos. La identificación de las especies se 

realizó con microsistemas de identificación API Staph de Biomeriux®; obteniendo 

un perfil numérico que fue ingresado a una plataforma con la base de datos del 

software para la identificación de las especies de Staphylococcus (Figura 3).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 Muestreo en la Cuenca lechera de Tizayuca, 
Hidalgo. 

Figura 3 Aislamiento e identificación de cepas del género Staphylococcus. 
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Factores de virulencia  

Ureasa y fosfatasa 

Las pruebas de ureasa y fosfatasa son parte de los microsistemas de 

identificación Api Staph de Biomeriux®. Al realizar las lecturas de los 

microsistemas se evaluó individualmente si las cepas contaron con dichas 

enzimas.  

Lecitinasa 

Para la prueba de lecitinasa se utilizó agar infusión cerebro corazón (ICC) 

enriquecido con 10% de yema de huevo. Para la preparación del medio la yema 

de huevo se extrajo de la siguiente manera:  

Primero se sumergió un huevo en etanol al 95% durante una hora, posteriormente 

se separó la yema de manera aséptica. Se adicionó una yema de huevo por cada 

500 ml de ICC preparados previamente esterilizado a 15 psi (125°C) por 15 min. 

Finalmente se sirvió el medio en cajas de Petri estériles (MacFaddin, 1999).  

Una vez preparado el medio, se sembraron las cepas en el agar ICC adicionado 

con yema de huevo y se incubaron por 24 horas a 37°C en aerobiosis. 

Gelatinasa 

La acción de la gelatinasa se evaluó observando la licuefacción de la gelatina que 

contienen los rollos de películas fotográficas (Markey et al., 2013). Para esta 

prueba, se cortaron rectángulos de la película fotográfica y se colocaron 

individualmente en tubos de vidrio con tapa de rosca, una vez preparados los 

tubos se esterilizaron en autoclave a una presión de 10 psi (116°C) durante 10 

minutos. Después se agregó a cada tubo 3 ml de caldo infusión cerebro corazón 

(CICC) enriquecido con glucosa al 2% y previamente esterilizado a 10 psi (116°) 

por 10 min. Finalmente se inocularon las cepas e incubaron por 72 horas a 37°C 

en aerobiosis (MacFaddin, 1999). 
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Caseinasa 

La prueba de caseinasa se realizó en agar leche. Para la preparación de este 

medio se agregó leche descremada en una proporción de 1:10 a un agar nutritivo. 

El agar nutritivo y la leche fueron esterilizados por separado a 15 psi (125°C) por 

15 minutos. Una vez estériles se mezclaron y sirvieron en cajas de Petri. 

Posteriormente se sembraron las cepas e incubaron a 37°C durante 24 h 

(MacFaddin, 1999). 

Lipasa 

La prueba de lipasa se realizó con una suspensión al 2% de yema de huevo en 

agar sal manitol, la obtención de la yema se realizó con los mismos pasos que se 

realizaron para la prueba de lecitinasa. Una vez preparado el medio, se inocularon 

las cepas en el agar e incubaron a 37°C por 24 horas, posteriormente se observó 

si había formación de un halo opaco alrededor de las colonias, las cepas que lo 

presentaron se consideraron productoras de lipasa (MacFaddin, 1999).   

DNAsa 

La detección de la producción de la DNAsa se evaluó con el agar para prueba de 

DNAsa con azul de toluidina marca BD BBL™, referido en la NOM 210 SSA1 

2014. “Productos y Servicios. Métodos de prueba microbiológicos. Determinación 

de microorganismos indicadores. Determinación de microorganismos patógenos”. 

En las cajas se inocularon las cepas de S. aureus y SCN formando una línea 

recta, se incubaron a 37°C por 24 horas, pasado este periodo se realizó la lectura 

tomando como positivas aquellas cepas que formaron un halo color rosa a su 

alrededor. Las cajas se mantuvieron a temperatura ambiente por 24 horas más y 

se realizó una segunda lectura. 

Prueba de adherencia en tubo y placa 

Las cepas de Staphylococcus obtenidas se sembraron en agar sangre e incubaron 

por 24 h a 37°C; posteriormente se inocularon en tubos de poliestireno estériles 

que contenían 3 ml de caldo infusión cerebro corazón (CICC) enriquecido con 
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glucosa al 2% y se incubaron bajo las mismas condiciones. Posteriormente se 

realizaron diluciones 1:100 para efectuar el ensayo en microplacas de poliestireno 

para cultivo celular de 96 pozos de fondo plano, se inocularon por duplicado 

colocando 2 µl de CICC inoculado y 198 µl de CICC estéril y se incubó la 

microplaca por 24 h a 37°C en condiciones de aerobiosis. 

Después de haber realizado el pase del CICC inoculado de los tubos a la placa, se 

eliminó el caldo y se lavaron los tubos con PBS tres veces y se dejaron secando a 

temperatura ambiente; una vez secos se tiñeron con cristal violeta al 0.1% durante 

un minuto y finalmente se lavaron con agua destilada y secaron a temperatura 

ambiente. El mismo procedimiento se realizó con los pozos de la microplaca una 

vez pasado el tiempo de incubación.  

Con los tubos teñidos y secos se realizó la lectura clasificando a las cepas como 

altas, medianas, bajas y no productoras de biopelícula según la intensidad de la 

coloración. La lectura de adherencia en placa se realizó por espectrofotometría 

con un lector de placas de ELISA (enzimoinmunoanálisis de adsorción) 

Labsystems multiskan Ascent 354 microplate Lector®, con una absorbancia de 

492 nm. El proceso se realizó tres veces por cada cepa incluidas las cepas de S. 

aureus ATCC 976, 977, 1026, 29213 y la cepa de S. aureus Cowan y como testigo 

negativo se utilizó CICC estéril. 

Susceptibilidad a los antimicrobianos 

Para evaluar la susceptibilidad a antimicrobianos se utilizó el método de Kirby 

Bauer. A partir cultivos en agar sangre se diluyeron las cepas en 4.5 ml de 

solución salina esterilizada ajustando la turbidez equivalente a 0.5 de McFarland. 

Una vez alcanzada la turbidez su sumergió un hisopo de algodón estéril en la 

suspensión e inoculó en agar Mueller Hilton (MH) por estría continua. 

Posteriormente se colocaron sensidiscos con los antimicrobianos descritos en el 

Cuadro 1, presionando firmemente cada disco con unas pinzas estériles para 

asegurar el contacto completo con el agar. Se incubaron las placas a 37°C por 24 

h, finalmente se realizó la lectura midiendo las zonas de inhibición y 
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clasificándolos como sensibles, intermedios y resistentes de acuerdo a los criterios 

del Clinical and Laboratory Standars Institute Cuadro 1 (CLSI, 2008; Pellegrino et 

al., 2011). Se utilizó el mismo método para detectar la resistencia a la oxacilina, la 

concentración de los discos de esta fue de 1 µg. 

 

Resistencia a meticilina 

Se utilizó agar cromogénico CHROMagar MRSA de BD BBL, para detectar la 

resistencia a meticilina, se sembraron en las cajas de Petri las cepas previamente 

aisladas, se incubaron a 37°C por 48 horas. Se observaron y clasificaron las cepas 

según la coloración que tomaron, los S. aureus resistentes a meticilina tomaron 

Cuadro  1  Concentración y zona de inhibición de los antimicrobianos 

utilizados para la prueba de susceptibilidad en difusión de disco. 

Antimicrobiano Concentración Zona de inhibición (mm) 

R I S 

Cefalotina 30 µg ≤14 15-17 ≥18 

Ceftazidima 30 µg ≤14 15-17 ≥18 

Eritromicina 15 µg ≤13 14-22 ≥23 

Ampicilina 10 µg ≤28 - ≥29 

Tetraciclina 30 µg ≤14 15-18 ≥19 

Trimetoprim/Sulfametoxazol 25 µg ≤10 11-15 ≥16 

Cefotaxima 30 µg ≤14 15-22 ≥23 

Gentamicina 10 µg ≤12 13-14 ≥15 

Cefuroxima 30 µg ≤14 15-22 ≥23 

Pefloxacina 5 µg ≤14 15-22 ≥23 

Dicloxacilina 1 µg ≤10 11-12 ≥13 

Penicilina 10 UI ≤28 - ≥29 

Oxacilina 1 µg ≤17 - ≥18 

Diámetros de inhibición según CLSI 
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una coloración rosada o malva, mientras que los SCN resistentes a meticilina 

tomaron una coloración azulada a verdosa. 

Detección de serotipos capsulares, genes de producción de biopelícula y 

genes de resistencia a antimicrobianos por medio de la reacción en cadena 

de la polimerasa (PCR).  

Extracción de ADN 

La extracción de ADN se realizó por el método de CTAB (Anexo 1) a partir de 

colonias de las cepas previamente inoculadas e incubadas en agar sangre a 37°C 

en condiciones de aerobiosis por 24 horas. Una vez concluida la extracción de 

ADN, se realizó un análisis cualitativo en gel de agarosa al 1.2%, posteriormente 

se cuantificó mediante espectofotometría (ThermoScientific™ NanoDrop™) y se 

estandarizó a una concentración de trabajo de 20 ng/µl. 

Serotipos capsulares 5 y 8 

Para la detección del gen que codifica el serotipo capsular 5, las reacciones se 

prepararon con un volumen final de 25.5 µl: 12.5 µl correspondían a PCR Master 

Mix (2x) ® de Thermo Scientific, 8.5 µl de agua libre de nucleasa, 1 µl de cada 

oligonucleótido con una concentración de 20 pmol/µl (Cuadro 2) y 2 µl de 

templado (ADN molde). Las condiciones utilizadas para la PCR se estandarizaron 

a partir de las reportadas por Sayed et al, 2006; se inició con una 

desnaturalización inicial a 94°C por 5 min, seguido por 30 ciclos de 

desnaturalización a 94°C por 15 seg, alineación a 58°C por 15 seg y una extensión 

a 72°C por 15 seg, finalmente una extensión a 72°C durante 5 min. Se utilizó la 

cepa de S. aureus ATCC 1026 como control positivo y se utilizó agua destilada 

estéril como control negativo.  

El serotipo capsular 8 se identificó con el gen cap8, las reacciones en este caso se 

prepararon con un volumen final de 25 µl de los cuales 10.5 correspondían a 

GoTaq® Green Master Mix de Promega, 12 µl de agua libre de nucleasas, 0.25 µl 

de cada oligonucleótido (Cuadro 2) con una concentración de 20 pmol/ µl y 2 µl de 
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templado. Las condiciones de PCR se basaron en las utilizadas por Sutter, et al., 

2011, empezando con la desnaturalización inicial a 94°C durante 10 min, seguido 

por 25 ciclos de desnaturalización a 94°C por 20 seg, alineación a 51°C por 20 seg 

y extensión a 72°C por 50 seg, finalizando con una extensión final a 72°C por 10 

min. Se utilizaron como controles positivos las cepas de S. aureus ATCC 977 y 

ATCC 25923. 

Los productos de PCR se visualizaron mediante electroforesis en un gel de 

agarosa al 2% teñido con 8 µl de Gel Red® por cada 100 ml y se corrió a 70 V 

durante 50 min, y se expuso en un transiluminador con luz ultravioleta. 

Gen icaA 

Para la detección de este gen se prepararon reacciones con un volumen final de 

25 µl compuestos por 12.5 µl de PCR Master Mix de Thermo Scientific, 8.5 µl de 

agua libre de nucleasas y 1 µl de cada iniciador descritos en el Cuadro 2, se 

agregaron 2 µl de templado. Se programó una desnaturalización inicial de 94°C 

durante 5 min, seguidos por 30 ciclos de desnaturalización a 94°C por 45 seg, 

alineación a 52°C por 45 seg y una extensión de 72°C por 1 min; terminando con 

una extensión a 72°C por 7 min (Budri et al., 2015). Se utilizaron las cepas de S. 

aureus Cowan y ATCC 1026 como control positivo. La visualización se hizo por 

electroforesis en un gel de agarosa al 1.5% teñido con 8 µl de Gel Red® por cada 

100 ml sometido a 60 V durante 100 min expuesto en un transiluminador con luz 

UV. 

Gen icaB 

Para la detección del gen icaB se realizaron pruebas de estandarización con dos 

diferentes juegos de iniciadores (Cuadro 2), los iniciadores fueron evaluados con 

el programa de alineamiento de secuencias de tipo local, BLAST por sus siglas en 

inglés, del Centro Nacional para la Información Biotecnológica (NCBI). Como base 

para realizar las pruebas se utilizaron las cepas de S. aureus ATCC 976, 977, 

1026, 29214 y la Cowan. 
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Para las pruebas con los iniciadores descritos por Cafiso et al., 2004, se 

prepararon reacciones con un volumen final de 25 µl compuestos por 12.5 µl de 

PCR Master Mix de Thermo Scientific, 8.5 µl de agua libre de nucleasas, 1 µl de 

cada iniciador y 2 µl de templado. Las primeras condiciones que se utilizaron 

fueron las descritas por Cafiso: desnaturalización inicial a 94°C por 5 min seguidos 

por 30 ciclos a 93°C por 1 min, 53°C por 30 seg, 68°C por 2 min, 53°C por 1 min, 

finalizando con 68°C por 10 min. Después se probó un gradiente de temperaturas 

de alineación (56°C, 56.5°C, 57°C y 58°C), determinado a partir de las 

temperaturas de disociación de los iniciadores. Se realizó otra prueba con 

GoTaq® Green Master Mix de Promega con un volumen por reacción de 25 µl: 

10.5 µl de GoTaq®, 12 µl de agua libre de nucleasas, 0.25 µl de cada iniciador y 2 

µl de templado, se probaron las condiciones descritas por Cafiso con temperaturas 

de alineación de 56°C y 57°C, también se realizó una variación de 30 a 40 ciclos.  

El segundo juego de iniciadores descritos por Sahab en 2012 (Cuadro 2) se probó 

con un volumen por reacción de 25 µl: 12.5 µl de GoTaq® Green Master Mix, 8.5 

µl de agua libre de nucleasas, 1 µl de cada iniciador y 2 µl de templado; las 

condiciones utilizadas iniciaron con 94°C por 10 min, seguidos por 25 ciclos de 

desnaturalización a 94°C por 1 min, alineación a 55°C por 1 min y alineación a 

72°C por un min; finalizando con 72°C por 10 min. Los productos se visualizaron 

por electroforesis en gel de agarosa al 1.5% teñido con 8 µl de Gel Red® por cada 

100 ml sometido a 60 V durante 100 min expuesto en un transiluminador con luz 

UV. 

Gen icaC 

En este caso sólo se utilizó un juego de iniciadores (Cuadro 2). Las condiciones se 

modificaron de Cafiso et. al., 2004: la desnaturalización inicial a 94°C por 5 min, 

seguido por 30, 35 y 40 ciclos de 93°C por 1 min, 57°C; gradiente para la 

temperatura de alineación (57.5°C, 58°C y 58.7°C) por 30 seg; además se intentó 

68°C por 2 min seguido por un gradiente de alineación (57°C, 57.5°C, 58°C y 

58.7°C)  por 1 min, y extensión final a 68°C por 10 min. Las temperaturas de 

alineación se probaron con una reacción de las cepas de S. aureus ATCC 976, 
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977, 1026, 29213 y la Cowan por cada temperatura. Durante la estandarización 

las reacciones de 25 µl se realizaron a diferentes volúmenes de los reactivos: el 

reactivo GoTaq® Green Master Mix se manejó a 12.5 µl y 10.5 µl, el agua libre de 

nucleasas se manejó a 12 µl y 10 µl, los iniciadores se mantuvieron en 0.25 µl y 2 

µl de templado. Para visualizar los productos, se realizó electroforesis en gel de 

agarosa al 1.5% teñido con 8 µl de Gel Red® por cada 100 ml sometido a 60 V 

durante 100 min expuesto en un transiluminador con luz UV. 

Gen icaR 

Se utilizaron los iniciadores descritos en el Cuadro 2, se realizaron pruebas con 30 

ciclos de 94°C de desnaturalización, un gradiente de temperatura de alineación 

desde los 53°C hasta los 56°C y extensión a 72°C, las temperaturas fueron 

evaluadas con tiempos de 30, 45 y 60 seg. Para el proceso de estandarización, se 

manejaron variaciones en el volumen de las reacciones a 15, 25 y 30 µl; los 

volúmenes de GoTaq® Green Master Mix fueron de 7.5 µl, 12. 5 µl y 15 µl; del 

agua libre de nucleasas 5.1 µl, 8.5 µl y 10.2 µl; los iniciadores se agregaron en 

volúmenes de 0.6 µl, 1 µl, y 1.2 µl; el ADN se agregó en volúmenes de 1.2 µl y 2 

µl. Las cepas utilizadas para estas pruebas fueron S. aureus ATCC 976, 977, 

1026, 29213, y la Cowan y se probaron cepas aisladas e identificadas como S. 

epidermidis. Se visualizaron los productos por electroforesis en gel de agarosa al 

1.5% teñido con 8 µl de Gel Red® por cada 100 ml sometido a 60 V durante 100 

min y expuesto en un transiluminador con luz UV. 

Gen atlE 

Se realizaron pruebas con dos diferentes juegos de iniciadores (Cuadro 2). Se 

iniciaron las pruebas con las condiciones descritas por Frebourg et al., 2000 y a 

partir de estas se realizaron modificaciones para estandarizar la reacción; se 

realizaron pruebas de 30 y 40 ciclos de desnaturalización a 94°C por 2 min, 

temperaturas de alineación, 55°C y 56°C por 1 min y 72°C por 2 min. Las pruebas 

se realizaron con reacciones de un volumen final de 25 µl: 12.5 µl de GoTaq® 
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Green Master Mix, 8.5 µl de agua libre de nucleasas, 1 µl de cada iniciador y 2 µl 

de templado.  

Para los iniciadores descritos por Vandecasteele et al., 2002 se programaron 40 

ciclos de desnaturalización a 94°C por 60 seg, alineación a 55°C por 60 seg y 

72°C por 60 seg. El volumen final de la reacción fue de 25 µl, los volúmenes de 

cada reactivo fueron iguales a las pruebas con los iniciadores descritos por 

Frebourg. Las condiciones se probaron con las cepas de S. aureus ATCC 976, 

977, 1026, 29213 y la Cowan y S. epidermidis ATCC 12228. Analizando los 

productos mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5% teñido con 8 µl de 

Gel Red® por cada 100 ml sometido a 60 V durante 100 min expuesto en un 

transiluminador con luz UV. 

Gen bap 

El juego de iniciadores utilizados para la detección de este gen se describe en el 

Cuadro 2, se realizaron pruebas con 30 ciclos de 94°C por 1 min, variaciones en la 

temperatura de alineación probando los 52°C, 53°C, 55°C, 56°C y 62°C por 1 min; 

finalmente 72°C por 1 min. El volumen final de cada reacción fue de 25 µl 

compuestos por 12.5 µl de PCR Master Mix de Thermo Scientific, 8.5 µl de agua 

libre de nucleasas, 1 µl de cada iniciador y 2 µl de templado. Se usaron como 

control las cepas de S. aureus ATCC 976, 977, 1026, 29213 y la Cowan para 

estas pruebas. Finalmente se analizaron los productos de PCR por electroforesis 

en un gel de agarosa al 2% con 8 µl de Gel Red® por cada 100 ml y se 

visualizaron en un transiluminador.  
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PCR múltiplex 

Se estandarizó un PCR múltiplex para detectar los genes femA, mecA e icaD con 

los iniciadores descritos en el Cuadro 3 con la finalidad de identificar S. aureus 

resistente a meticilina (MRSA), evaluar la resistencia de las cepas de SCN 

obtenidas y detectar la capacidad de producción de biopelícula. La reacción se 

hizo a un volumen de 25.5 µl: 10.5 µl correspondían a GoTaq® Green Master Mix 

de Promega, 7 µl de agua libre de nucleasas y 1 µl de cada par de 

Cuadro  2 Secuencias de iniciadores para genes de serotipos capsulares y genes de 

producción de biopelícula utilizados para PCR punto final. 

Gen Secuencia oligonucleótidos Producto Referencia 

cap5 
F- ATGACGATGAGGATAGCG 

880 pb Sayed et.al., 2006 
R- CTCGGATAACACCTGTTGC 

cap8 
F- GCGCTACAAACATTAAGCAT 

217 pb Sutter et. al., 2011 
R- TTCTTAGCCTGCTGGCATC 

icaA 
F- CCTAACTAACGAAAGGTAG 

1315 pb Budri et. al., 2015 
R- AAGATATAGCGATAAGTGC 

icaB 

F- ATGGCTTAAAGCACACGACGC 
526 pb Cafiso et.al., 2004 

R- TATCGGCATCTGGTGTGACAG 

F- AGAATCGTGAAGTATAGAAAATT 
900 pb Sahab et. al., 2012 

R- TCTAATCTTTTTCATGGAATCCGT 

icaC 
F- ATCATCGTGACACACTTACTAACG 

934 pb Cafiso et.al 2004 
R- CTCTCTTAACATCATTCCGACGCC 

icaR 
F- TACTGTCCTCAATAATCCCGAA 

453 pb Cafiso et.al 2004 
R- GGTACGATGGTACTACACTTGATG 

Bap 
F- CCCTATATCGAAGGTGTAGAATTG 

971 pb 
Cucarella et. al., 

2004 R- CTGTTGAAGTTAATACTGTACCTGC 

atlE 

F- CAACTGCTCAACCGAGAACA 
682 pb Frebourg et al., 2000 

R- AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC 

F-  CAACTGCTCAACCGAGAACA 
500 pb 

Vandecasteele et. 

al., 2002 R-  CATCGTTTTCAGCGCTATCA 
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oligonucleótidos para cada gen (icaD, mecA y femA), a cada reacción se le 

agregaron 2 µl de templado. Las cepas de S. aureus ATCC 976, 977, 1026, 29213 

y S. aureus Cowan fueron utilizadas como controles positivos. 

El programa que fue utilizado consistía en la desnaturalización inicial por 5 min a 

95°C, seguido por 35 ciclos de desnaturalización a 94°C por 30 seg, alineación a 

55.5°C por 30 seg y extensión a 72°C por 30 seg; finalmente una extensión a 72°C 

por 3 min. Los productos de PCR se evaluaron mediante electroforesis en un gel 

de agarosa al 1.5% utilizando bromuro de etidio, se corrió la electroforesis por 90 

minutos a 80 V. Finalmente se visualizó el gel en un fotodocumentador con luz UV.  

 

Análisis estadístico 

Para el ensayo de adherencia en placa, se llevó a cabo la prueba de normalidad 

con los datos obtenidos en la espectrofotometría, posteriormente con un análisis 

de varianza se determinó si existían diferencia entre los datos obtenidos para cada 

cepa, los controles positivos y el control negativo, y finalmente se realizó una 

comparación con el método de Tukey (Ducoing, 2016) para identificar los grupos 

con diferencias significativas y clasificarlas como productoras de biopelícula. 

Para el ensayo de adherencia en tubo, se realizó la prueba de correlación de 

Spearman (Lizama et al., 2014) para asociar aquellas cepas que se clasificaron 

Cuadro  3 Secuencia de iniciadores para PCR multiplex. 

Gen Secuencia oligonucleótidos Producto Referencia 

femA 
F-AAAAAAGCACATAACAAGCG 

132 Majumder et. al., 2014 
R- GATAAAGAAGAAACGAGCAG 

icaD 
F- AAACGTAAGAGAGGTGG 

381 Budri et. al 2015 
R- GGCAATATGATCAAGATAC 

mecA 
F- AAAATCGATGGTAAAGGTTGGC 

533 López et.al., 2015 
R- AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC 
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como productoras de biopelícula en la prueba de adherencia en placa con los 

resultados observados de manera cualitativa en la prueba de adherencia en tubo. 

Para asociar la producción de la biopelícula con la capacidad de producir DNAsa, 

fosfatasa, ureasa, gelatinasa, caseinasa, lecitinasa y lipasa; se realizó la prueba 

de distribución Chi cuadrada (Ducoing, 2016). 
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RESULTADOS 

Aislamiento e identificación 

Se aislaron en total 54 cepas de Staphylococcus de las cuales se identificaron 13 

especies diferentes del género. Las 13 especies identificadas fueron: S. aureus 

(n=22), S. sciuri (n=8), S. intermedius (n=4), S. xylosus (n=4), S. epidermidis (n=3), 

S. saprophyticus (n=3), S. chromogenes (n=3), S. simulans (n=2), S. lugdunensis 

(n=1), S. capitis (n=1), S. hyicus (n=1), S. haemolyticus (n=1) y S. cohnii (n=1).   

Factores de virulencia  

Ureasa y fosfatasa 

El 66.6% (36/54) de las cepas presentaron la enzima ureasa. De las 36 que 

resultaron positivas 19/22 (86.36%) fueron S. aureus y 17/32 (53.12%) SCN. El 

49.30% (25/54) de las cepas resultaron positivas a fosfatasa. De estas 8/22 

(36.36%) fueron S. aureus y 17/32 (53.12%) SCN (Figura 4).  

 

 

 

 

 

 

 

Lecitinasa 

En la prueba de lecitinasa se detectó que el 75.92% (41/54) de las cepas 

presentan la actividad enzimática. De las 41 cepas que resultaron positivas, 19 

(86.36%) fueron identificadas como S. aureus y 22 (68.75%) SCN, las cepas de S. 

aureus Cowan, ATCC 976, ATCC 997 y ATCC 1026 resultaron positivas a la 

 

Figura 4 Pruebas de ureasa y fosfatasa en microsistema de 
identificación ApiStaph 
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enzima lecitinasa. En la Figura 5 las flechas señalan el halo transparente que 

indica la actividad de la enzima lecitinasa. 

 

. 

 

 

 

 

Gelatinasa 

En la prueba de gelatinasa sólo dos cepas resultaron positivas; una cepa de S. 

aureus y otra de S. chromogenes, las cepas de S. aureus Cowan, S. aureus ATCC 

976, ATCC 997 y ATCC 1026 resultaron negativas a gelatinasa. En la Figura 6 la 

flecha señala la actividad de la enzima gelatinasa sobre la película fotográfica, 

esta cepa fue identificada como S. chromogenes, a la derecha se observan las 

cepas de S. aureus ATCC que resultaron negativas a la producción de esta 

enzima. 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 Cepas de Staphylococcus spp. lecitinasa positivas. 

Figura 6 Cepa de S. chromogenes positiva a gelatinasa,  
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Caseinasa  

 

En la prueba de detección de caseinasa, el 20.37% (11/54) de las cepas 

resultaron positivas. Se observa en la Figura 7, señalados los halos transparentes 

indicativos de la producción de la enzima caseinasa. De las 11 cepas que 

presentan la enzima, 4 (18.18%) se identificaron como S. aureus, mientras que 7 

(21.88%) se identificaron como SCN. Las cepas de S. aureus Cowan, ATCC 976, 

ATCC 997 y ATCC 1026 resultaron negativas a caseinasa.  

 

 

 

 

 

 

Lipasa 

En la prueba de lipasa, el 18.5% (10/54) de las cepas resultaron positivas, de las 

10 cepas que resultaron positivas el 8/22 (36.36%) fueron S. aureus y 2/32 

(6.25%) SCN; las cepas de S. aureus Cowan, ATCC 976, ATCC 1026 y ATCC 

29213 produjeron la enzima lipasa. En la Figura 8, están señalados los halos, 

opacos alrededor de las colonias, estos son indicativos de la producción de la 

enzima lipasa. 

 

  

 

 

Figura 7 Cepas de Staphylococcus spp positivas a la prueba de 
caseínasa 

Figura 8 Cepas de S. aureus positivas a lipasa. 
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DNAsa 

El 33.33% (18/54) cepas resultaron positivas a la producción de la termonucleasa; 

en la Figura 9, se observa la coloración rosada que toman las colonias de las 

cepas productoras de esta enzima. De todas las productoras, 5/22 (22.72%) 

fueron identificadas como S. aureus y 12/32 (37.5%) se identificaron como SCN. 

Ninguna de las cepas de S. aureus Cowan o ATCC produjo la enzima 

termonucleasa, sin embargo, la cepa control de SCN aislada a partir de una 

infección en un canino resultó positiva a la producción de esta enzima. 

 

 

 

 

 

 

 

 

En el Cuadro 4 se presenta el resumen de los resultados de la producción de 

enzimas en cada cepa de Staphylococcus incluida en el estudio.  

En el Cuadro 5 se presentan por especie, las pruebas de identificación y los 

factores de virulencia de cada una de las 54 cepas de Staphylococcus aisladas. 

Figura 9 Cepas de Staphylococcus spp positivas a 

termonucleasa. 
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Cuadro  4 Producción de enzimas por especie de Staphylococcus. 

Especie DNAsa Fosfatasa Ureasa Gelatinasa Caseinasa Lecitinasa Lipasa 

S. aureus 5/22 (22.7%) 8/22 (36.4%) 19/22 (86.4%) 1/22 (4.5%) 4/22 (18.2%) 19/22 (86.4%) 8/22 (36.4%) 

S. capitis - - - - 1/1 (100%) 1/1 (100%) - 

S. chromogenes 2/3 (66.7%) 3/3 (100%) 3/3 (100%) 1/3 (33.3%) - 2/3 (66.7%) - 

S. cohnii cohnii - - - - - 1/1 (100%) - 

S. epidermidis 1/3 (33.3%) 2/3 (66.7%) 3/3 (100%) - 1/3 (33.3%) - - 

S. haemolyticus - 1/1 (100%) - - - - - 

S. hyicus 1/1 (100%) 1/1 (100%) 1/1(100%) - 1/1 (100%) 1/1 (100%) 1/1 (100%) 

S. intermedius 2/4 (50%) 4/4 (100%) 4/4 (100%) - 2/4 (50%) 3/4 (75%) - 

S. lugdunensis - - - - - 1/1 (100%) - 

S. saprophyticus - - 2/3 (66.7%) - - 2/3 (66.7%) 1/3 (33.3%) 

S. sciuri 4/8 (50%) 4/8 (50%) - - 1/8 (12.5%) 7/8 (87.5%) - 

S. simulans 1/2 (50%) - 2/2 (100%) - - 1/2 (50%) - 

S. xylosus 1/4 (25%) 2/4 (50%) 2/4 (50%) - 1/4 (25%) 3/4 (75%) - 
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Cuadro  5 Identificación bioquímica y producción de factores de virulencia por las 54 cepas de Staphylococcus aisladas 

ID Especie Cat Oxi Coa OF DNAsa F Ure Gel Cas Lec Lip 

CW S. aureus + - + Ferm - + + - - + + 

1 S. intermedius + - + Ferm + + + - + + - 

2 S. intermedius + - + Ferm - + + - - + - 

3 S. intermedius + - + Ferm + + + - - + - 

4 S. epidermidis + - - Ferm + - + - - - - 

5 S. aureus + - + Ferm + + + - + + - 

6 S. aureus + - + Ferm + + + + + + - 

7 S. aureus + - + Ferm + + + - + + - 

8 S. simulans + - - Ferm + - + - - - - 

9 S. aureus + - + Ferm - - + - - + - 

10 S. sciuri + - - Ferm - - - - - + - 

11 S. aureus + - + Ferm - - - - - + - 

12 S. sciuri + - - Ferm - + - - - + - 

13 S. sciuri + - - Ferm - + - - + + - 

14 S. sciuri + - - Ferm + - - - - + - 

15 S. aureus + - + Ferm - - + - - + - 

16 S. lugdunensis + - - Ferm - - - - - + - 

17 S. aureus + - + Ferm + - - - - + - 

18 S. capitis + - - Ferm - - - - + + - 

19 S. saprophyticus + - - Ferm - - + - - + - 

20 S. xylosus + - - Ferm - - - - - + - 

21 S. sciuri + - - Ferm + - - - - + - 

22 S. saprophyticus + - - Ferm - - + - - + - 

23 S. sciuri + - - Ferm + - - - - + - 

24 S. sciuri + - - Ferm + + - - - + - 

 Cat: catalasa, Oxi: oxidasa, Coa: coagulasa en tubo, OF: Óxido-fermentación, DNAsa, F: fosfatasa, Ure: ureasa, Gel: gelatinasa, Cas: 

caseinasa, Lec: Lecitinasa, Lip: lipasa. 
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Cont. Cuadro 5 

ID Especie Cat Oxi Coa OF DNAsa F Ure Gel Cas Lec Lip 

25 S. aureus + - + Ferm - - + - - + + 

26 S. xylosus + - - Ferm - - + - - + - 

27 S. chromogenes + - - Ferm + + + - - + - 

28 S. hyicus + - - Ferm + + + - + + + 

29 S. xylosus + - - Ferm + + + - + + - 

30 S. intermedius + - + Ferm - + + - + - - 

31 S. aureus + - + Ferm + + + - + + - 

32 S. aureus + - + Ferm - + + - - + - 

33 S. chromogenes + - - Ferm - + + - - - - 

34 S. chromogenes + - - Ferm + + + + - + - 

35 S. epidermidis + - - Ferm - + + - - - - 

36 S. epidermidis + - - Ferm - + + - + - - 

37 S. xylosus + - - Ferm - + - - - - - 

38 S. sciuri + - - Ferm - + - - - - - 

39 S. haemolyticus + - - Ferm - + - - - - - 

40 S. saprophyticus + - - Ferm - - - - - - + 

41 S. simulans + - - Ferm - - + - - + - 

42 S. cohnii cohnii + - - Ferm - - - - - + - 

43 S. aureus + - + Ferm - - + - - + - 

44 S. aureus + - + Ferm - - + - - - + 

45 S. aureus + - + Ferm - - + - - + - 

46 S. aureus + - + Ferm - - + - - + + 

47 S. aureus + - + Ferm - + + - - + + 

 Cat: catalasa, Oxi: oxidasa, Coa: coagulasa en tubo, OF: Óxido-fermentación, DNAsa, F: fosfatasa, Ure: ureasa, Gel: gelatinasa, Cas: 

caseinasa, Lec: Lecitinasa, Lip: lipasa. 
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Cont. Cuadro 5 

ID Especie Cat Oxi Coa OF DNAsa F Ure Gel Cas Lec Lip 

48 S. aureus + - + Ferm - - + - - + - 

49 S. aureus + - + Ferm - - + - - + + 

50 S. aureus + - + Ferm - - - - - + + 

51 S. aureus + - + Ferm - - + - - - + 

52 S. aureus + - + Ferm - + + - - - - 

53 S. aureus + - + Ferm - - + - - + + 

54 S. aureus + - + Ferm - + + - - + - 

976 S. aureus + - + Ferm - + + - - + + 

977 S. aureus + - + Ferm - + + - - + - 

1026 S. aureus + - + Ferm - + + - - + + 

29213 S. aureus + - + Ferm - + + - + + + 

Mimi S. aureus + - + Ferm + + + - - - - 

Prague SCN + - - Ferm + - - - - - - 

 Cat: catalasa, Oxi: oxidasa, Coa: coagulasa en tubo, OF: Óxido-fermentación, DNAsa, F: fosfatasa, Ure: ureasa, Gel: gelatinasa, 

Cas: caseinasa, Lec: Lecitinasa, Lip: lipasa. 
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Prueba de adherencia en tubo  

Se detectaron cepas altas, medianas, bajas y no productoras de biopelícula según 

la intensidad de la coloración de la pared de los tubos (Figura 10). De las 54 

cepas, en la primera repetición el 87% (47/54) produjeron biopelícula, 13 se 

clasificaron como altas productoras de biopelícula de las cuales 11 fueron S. 

aureus y 2 SCN. Se identificaron 19 cepas como medianas productoras de las 

cuales 6 fueron S. aureus y 13 SCN. En cuanto a las bajas productoras, se 

identificaron 15 cepas de las cuales 4 fueron S. aureus y 11 SCN. Sólo 7 cepas se 

clasificaron como no productoras de las cuales 1 se identificó como S. aureus y 6 

como SCN.  

En la segunda repetición de la prueba de adherencia en tubo el 92.5% (50/54) de 

las cepas produjeron biopelícula, de estas 16 cepas se clasificaron como altas 

productoras, de las cuales 9 fueron S. aureus y 7 SCN. Se identificaron como 

medianas productoras 16 cepas de las cuales 5 fueron S. aureus y 11 SCN. Como 

bajas productoras se identificaron 18 cepas, de las anteriores, 7 fueron S. aureus y 

11 SCN. 

Los resultados de la tercera repetición destacan ya que el 100% de las cepas 

resultaron productoras de biopelícula. En total, 24 cepas resultaron altas 

productoras; 11 corresponden a S. aureus y 13 a SCN. Las medianas productoras 

fueron en total 22, de estas 9 fueron S. aureus y 13 SCN. Por último, 8 cepas en 

total se clasificaron como bajas productoras, de estas 2 fueron S. aureus y 6 

corresponden a SCN (Cuadro 6).  

  

Figura 10 Clasificación de producción de biopelícula en la  prueba de 
adherencia en tubo. 
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Cuadro  6 Clasificación de la producción de biopelícula en la prueba de adherencia en tubo  

 1° repetición  2° repetición  3° repetición 

 S. aureus SCN  S. aureus SCN  S. aureus SCN 

Altas 11/22 (50%) 2/32 (6.25%)  9/22 (40.90%) 7/32 (21.87%)  11/22 (50%) 13/32 (40.62%) 

Medianas 6/22 (27.27%) 13/32 (40.63%)  5/22 (22.73%) 11/32 (34.38%)  9/22 (40.90%) 13/32 (40.62%) 

Bajas 4/22 (18.18%) 11/32 (34.37%)  7/22 (31.82%) 11/32 (34.38%)  2/22 (9.09%) 6/32 (18.75%) 

TOTAL 21/22 (94.45%) 26/32 (81.25%)  21/22 (94.45%) 29/32 (90.62%)  22/22 (100%) 32/32 (100%) 

Negativo 1/22 (4.54%) 6/32 (18.75%)  1/22 (4.54%) 3/32 (9.37%)  0/22 0/32 



34 
 

Prueba de adherencia en placa  

Se obtuvieron en total seis lecturas de absorbancia para cada cepa en la prueba 

de adherencia en placa (Figura 11). Para determinar si las cepas fueron capaces 

de producir biopelícula, se promediaron las seis absorbancias obtenidas por cada 

cepa. En el Cuadro 7 se observa que el 100% de las cepas tienen un promedio de 

absorbancia mayor que el del control negativo, con esta información se determinó 

que las el 100% de las cepas tienen la capacidad de producir biopelícula. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11 Placa teñida con cristal violeta al 0.1%. 
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Cuadro  7 Promedio de absorbancias obtenidas en la prueba de adherencia en placa.  

Identificación Especie Absorbancia Identificación Especie Absorbancia 

Cowan S. aureus 0.602 31 S. aureus 0.224 

1 S. intermedius 0.271 32 S. aureus 0.477 

2 S. intermedius 0.321 33 S. chromogenes 0.376 

3 S. intermedius 0.451 34 S. chromogenes 0.329 

4 S. epidermidis 0.439 35 S. epidermidis 0.359 

5 S. aureus 0.569 36 S. epidermidis 0.160 

6 S. aureus 0.561 37 S. xylosus 0.144 

7 S. aureus 0.521 38 S. sciuri 0.117 

8 S. simulans 0.345 39 S. haemolyticus 0.261 

9 S. aureus 0.637 40 S. saprophyticus 0.227 

10 S. sciuri 0.898 41 S. simulans 0.180 

11 S. aureus 0.258 42 S. cohnii cohnii 0.253 

12 S. sciuri 0.507 43 S. aureus 0.269 

13 S. sciuri 0.442 44 S. aureus 0.632 

14 S. sciuri 0.389 45 S. aureus 0.447 

15 S. aureus 0.392 46 S. aureus 0.744 

16 S. lugdunensis 0.238 47 S. aureus 0.436 

17 S. aureus 0.272 48 S. aureus 0.710 

18 S. capitis 0.410 49 S. aureus 0.747 

19 S. saprophyticus 0.255 50 S. aureus 0.629 

20 S. xylosus 0.456 51 S. aureus 0.307 

21 S. sciuri 0.213 52 S. aureus 0.639 

22 S. saprophyticus 0.205 53 S. aureus 0.400 

23 S. sciuri 0.322 54 S. aureus 0.337 

24 S. sciuri 0.330 ATCC 976 S. aureus 0.247 

25 S. aureus 0.406 ATCC 977 S. aureus 0.349 

26 S. xylosus 0.321 ATCC 1026 S. aureus 0.375 

27 S. chromogenes 0.457 ATCC 29213 S. aureus 0.665 

28 S. hyicus 0.205 Mimi S. aureus 0.758 

29 S. xylosus 0.357 Prague SCN 0.663 

30 S. intermedius 0.462 Control negativo 0.095* 

*El promedio de absorbancia del control negativo es menor al del resto de las cepas. 
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Susceptibilidad antimicrobiana 

Método Kirby Bauer: En el Cuadro 8 se observan a detalle los porcentajes de 

resistencia de las cepas aisladas de S. aureus y SCN a diferentes antimicrobianos 

(Figura 12). La resistencia a ampicilina es la que más se presenta, ya que el 100% 

(22/22) y 93.75% (30/32) de las cepas de S. aureus y SCN respectivamente 

resultaron resistentes a este antimicrobiano. La resistencia a dicloxacilina y 

penicilina se presentó en un porcentaje de resistencia similar, los S. aureus 

resultaron resistentes en un 77.27% (17/22) y 72.72% (16/22) respectivamente, 

mientras que los SCN resultaron con porcentajes de resistencia a la dicloxacilina 

de 68.5% (22/32) y a penicilina de 56.25% (18/32). Por otro lado, el antimicrobiano 

al que se presentó menor resistencia fue vancomicina, ya que las 22 cepas de S. 

aureus y 31 cepas identificadas como SCN resultaron sensibles a este 

antimicrobiano. En el Cuadro 8 se describe la resistencia presentada por cada una 

de las cepas de S. aureus ATCC y la Cowan. 

 

 

 

  

 

 

 

Oxacilina: En la Figura 13 se observa la resistencia a oxacilina en la prueba de 

difusión de disco. Se evaluaron todas cepas aisladas. El 100% de las cepas de S. 

aureus resultaron resistentes, en el caso de los SCN el 96.87% resultó resistente; 

sólo una cepa identificada como S. epidermidis resultó sensible. Las cepas de S. 

aureus Cowan, ATCC 976, ATCC 997 y ATCC 1026 resultaron resistentes a la 

oxacilina. 

Figura 12 Susceptibilidad a antimicrobianos, método 
Kirby Bauer.  
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Cuadro  8 Porcentaje de resistencia de S. aureus y SCN a diferentes 

antimicrobianos. 

 

 

Antimicrobiano 
S. aureus 

22 cepas 

SCN 

32 cepas 

ATCC 

Cowan 

ATCC 

976 

ATCC 

977 

ATCC 

1026 

Tetraciclina 18.18% 37.5%     

Ampicilina 100% 93.75% R R R R 

Cefalotina 9.09% 18.75%    R 

Cefotaxima 36.36% 34.37% 
 

R  R 

Dicloxacilina 77.27% 68.75%  R R R 

Ciprofloxacina 9.09% 9.38%    R 

Clindamicina 13.63% 31.25%    R 

Eritromicina 9.09% 18.75%  R R R 

Gentamicina 4.54% 15.62%    R 

Vancomicina 0% 3.12%     

Penicilina 72.72% 56.25% 
 

R R R 

Trimetoprim/Sulfametoxazol 9.09% 9.38% 
 

  R 

Oxacilina 100% 96.87% R R R R 

Figura 13 Staphylococcus spp. resistentes a meticilina. 
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Resistencia a meticilina en cromoagar: De las 54 cepas que se evaluaron, en el 

30% (16/54) se pudo observar una coloración rosa o azul (Figura 14), indicando 

que son resistentes a la meticilina. De las 16 cepas que presentaron esta 

coloración, se identificaron 4 cepas de S. aureus, 3 de S. sciuri, 3 de S.  xylosus, 2 

de S. intermedius, 2 de S. epidermidis, 1 S. saprophyticus y 1 S. capitis.  Las 

cepas de S. aureus Cowan, ATCC 976, ATCC 997 y ATCC 1026 presentaron una 

coloración rosa indicativa de resistencia a meticilina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14 Agar cromogénico para evaluar resistencia a meticilina. 
Cepas de S. aureus y SCN con coloración rosa y azul indicativos de 

resistencia a meticilina. 
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Análisis estadístico 

A pesar de que en la prueba de adherencia en tubo se pudo observar que la 

mayoría de las cepas fueron productoras de biopelícula. El análisis de varianza y 

la prueba de comparación de Tukey demuestran que únicamente en 39 cepas, los 

valores de absorbancia obtenidos son significativamente diferentes al obtenido 

para el control negativo. Las cepas ATCC 977 y ATCC 29213 fueron 

significativamente diferentes al control negativo. En el Cuadro 9 se observan 

marcadas con un asterisco las cepas cuya diferencia fue significativa en 

comparación al control negativo con una significancia del 0.05. 

En el Cuadro 10 se muestra que existe una correlación entre la prueba de 

adherencia en placa y la prueba de adherencia en tubo ya que el valor de Rho de 

Spearman es de 0.65 con un nivel de significancia del 0.01. 

Para evaluar si los factores de virulencia que se presentaron en las cepas que 

resultaron significativamente diferentes al control negativo en la prueba de 

adherencia en placa, se realizó la prueba de Chi cuadrada, esta mostró que hay 

una diferencia significativa entre las cepas que producen la enzima lecitinasa y las 

cepas productoras de biopelícula, sin embargo, para el resto de los factores no se 

encontraron diferencias significativas (Cuadro 11). 
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Cuadro  9 Análisis de varianza y Tukey de adherencia en placa 

ID Media D.E ID Media D.E 

Cowan 0.56133* 0.142114 31 0.32467* 0.032 

1 0.29433 0.140628 32 0.33867* 0.048 

2 0.66900* 0.090813 33 0.36533* 0.022 

3 0.52200* 0.020224 34 0.07033 0.023 

4 0.65433* 0.197216 35 0.13233 0.01 

5 0.41300* 0.076269 36 0.138 0.024 

6 0.60633* 0.061232 37 0.136 0.039 

7 0.339 0.044034 38 0.159 0.026 

8 0.35533 0.046361 39 0.13667 0.022 

9 0.78100* 0.06691 40 0.169 0.013 

10 1.12800* 0.32212 41 0.19733 0.025 

11 0.55967* 0.039004 42 0.24233* 0.03 

12 0.74267* 0.022234 43 0.28133* 0.086 

13 0.61667* 0.088081 44 0.22567 0.041 

14 0.58467* 0.081445 45 0.67333* 0.016 

15 0.66433* 0.024583 46 0.64700* 0.03 

16 0.156 0.030512 47 0.27800* 0.011 

17 0.61133* 0.070939 48 0.94733* 0.169 

18 0.57433* 0.074895 49 0.52367* 0.054 

19 0.38233* 0.02203 50 0.60567* 0.025 

20 0.93333* 0.07684 51 0.26667* 0.012 

21 0.36733* 0.053144 52 0.50967* 0.022 

22 0.28733 0.071675 53 0.55267* 0.018 

23 0.38933* 0.010017 54 0.33000* 0.036 

24 0.38833* 0.007095 ATCC 976 0.14367 0.033 

25 0.33533 0.032146 ATCC 977 0.40667* 0.073 

26 0.34067* 0.037 ATCC 1026 0.14067 0.035 

27 0.55333* 0.031 ATCC 29213 0.74433* 0.038 

28 0.30700* 0.022 Mimi 0.56500* 0.025 

29 0.41833* 0.166 Prague 0.44867* 0.032 

30 0.43400* 0.05 Control Negativo 0.05567 0.005 
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* Nivel de significancia de 0.05 

 

 

Cuadro  11 Asociación de producción de biopelícula y factores de virulencia 

en cepas de Staphylococcus aureus y SCN 

 Formación de biopelícula 

 No Significante Significancia 

 Negativo Positivo Negativo Positivo 

Lipasa 14 5 31 9 

Lecitinasa 9 10 4 36* 

Caseinasa 16 3 31 9 

Gelatinasa 18 1 39 1 

Ureasa 5 14 13 27 

Fosfatasa 7 12 22 18 

DNAsa 15 4 27 13 

* Nivel de significancia de 0.05 prueba de Chi Cuadrada 

 

Cuadro  10 Correlación entre las pruebas de adherencia de tubo y placa. 

 Placa Tubo 

Rho de 

Spearman 

Placa Coeficiente de 

correlación 

1 0.658* 

Sig. (bilateral) . 0.004 

N 336 336 

Tubo Coeficiente de 

correlación 

0.658* 1 

Sig. (bilateral) 0.004 . 

N 336 336 

* Nivel de significancia de 0.01 
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Detección de serotipos capsulares, genes de producción de biopelícula y 

genes de resistencia a antimicrobianos por medio de la reacción en cadena 

de la polimerasa (PCR).  

Serotipos capsulares (cap5 y cap8) 

El 23.2% (13/56) de las cepas de Staphylococcus aisladas presentaron el gen 

cap5 (Figura 15). De las cepas identificadas como S. aureus el 45.5% (10/22) 

fueron positivas a la presencia de cap5, por otra parte, sólo el 9.4% (3/32) de los 

SCN aislados presentaron el gen, estas tres cepas se identificaron como S. 

intermedius, S. haemolyticus y S. simulans (Cuadro 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En el caso del gen cap8, no se obtuvieron bandas del peso especificado por Sutter 

et al., 2011, sin embargo, en múltiples repeticiones las cepas de S. aureus ATCC 

977 y ATCC 25923 presentaron una banda de un peso molecular de 400 pb 

aproximadamente (Figura 16), tomando en cuenta esto se realizó el PCR con las 

cepas aisladas a partir de los casos de mastitis bovina esperando que llegaran a 

Figura 15 Fotografía del gel de agarosa al 2% teñido con 
Red Gel que muestra los productos de PCR para detección 

del gen cap5. 
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presentar la misma banda y poder enviar a secuenciar el producto de PCR. 

Ninguna de las cepas aisladas presentó alguna banda.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Gen icaA 

Del total de las cepas de Staphylococcus spp.  28.6% (16/54) presentaron el gen 

icaA (Figura 17). Respecto a las cepas de S. aureus aisladas, 63.6% (14/22) 

resultaron positivas a la presencia del gen icaA, mientras que el 6.25% (2/32) de 

los SCN lo presentaron (Cuadro 12). Las dos cepas de SCN que contaron con 

este gen se identificaron como S. intermedius y S. simulans. En 4 cepas de S. 

aureus se observó la presencia del gen icaA junto al gen icaD, ninguna de las 

cepas de SCN que presentaron el gen icaA contaron con la presencia del gen 

icaD. 

 

 

Figura 16 Fotografía del gel de agarosa al 2% teñido con 
Red Gel que muestra los productos de PCR para 

detección de gen cap8. 
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Genes icaB, icaC, icaR, atlE y bap 

En las pruebas realizadas con estos genes no se obtuvieron resultados favorables 

a pesar de haber diversificado las condiciones de PCR, las concentraciones de los 

reactivos y volumen de los mismos, así como del ADN obtenido de las cepas 

aisladas a partir de casos de mastitis bovina. Hubo resultados variados entre 

bandas de pesos diferentes a los que se encontraron en la literatura, así como 

amplificación de múltiples bandas en una sola cepa. Se planteó la secuenciación 

de las bandas que se obtuvieran con regularidad, sin embargo, para este trabajo 

no fue posible realizarlo.  

Cuadro  12 Resultados PCR punto final por especies de Staphylococcus 

aislados de mastitis bovina. 

 Gen icaD Gen icaA Gen icaAD Gen cap5 

S. aureus n=22 6 14 4 10 

S. sciuri n=8 1 - - - 

S. intermedius n=4 1 1 - 1 

S. simulans n=2 - 1 - 1 

S. haemolyticus n=1 - - - 1 

 

Figura 17 Fotografía del gel de agarosa al 1.5% 
teñido con Red Gel que muestra los productos de 

PCR gen icaA en S. aureus. 
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PCR múltiplex 

En el Cuadro 13 se observa que de las 22 cepas aisladas de S. aureus 

únicamente el 9% presentó el gen mecA indicativo de la resistencia a meticilina, 

sin embargo el 81% presentó el gen femA indicando la capacidad de expresar la 

resistencia a meticilina y por último el 27.2% resultó positivo al gen icaD 

mostrando tener la capacidad de producir biopelícula mediante el mecanismo 

regulado por el operón ica. En el caso de los SCN, el 9% de las cepas presentaron 

el gen mecA, el 28% el gen femA y el 6% presentó el gen icaD (Figura 18). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cuadro  13 Resultados de PCR multiplex en S. aureus y SCN aislados de 

mastitis bovina. 

 Gen mecA Gen femA Gen icaD 

S. aureus (n= 22) 2 (9%) 18 (81%) 6 (27.2%) 

SCN   (n=32) 3 (9%)  9 (28%) 2 (6%) 

 

Figura 18 Fotografía del gel de agarosa al 1.5% teñido 
con bromuro de etidio que muestra los productos de PCR 

múltiplex para detección de genes mecA, femA e icaD. 
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DISCUSIÓN 

El reporte de aislamiento de SCN a partir de casos de mastitis bovina, 

principalmente en la presentación subclínica, ha ido en aumento en los últimos 

años. Pyörälä y Taponen (2009) reportaron el aislamiento de SCN a partir de 

mastitis bovina, siendo las especies más comunes: S. chromogenes, S. simulans, 

S. epidermidis y S. haemolyticus. En otros estudios se reporta el aislamiento de 

otras especies de SCN, como Hosseinzadeh et al., (2014) reportan haber aislado 

S. cohnii, S. warneri, S. capitis. S. hominis y S. xylosus; Xu y colaboradores en 

2015 reportaron el aislamiento de 13 especies de SCN, siendo S. arlettae. S. 

sciuri, S. xylosus y S. chromogenes las predominantes. Por otra parte, Kim et al., 

(2019) reportaron el aislamiento de 14 especies, las especies más comunes 

fueron S. chromogenes, S. simulans y S. epidermidis, además también se reportó 

el aislamiento de S. saprophyticus. En el presente estudio se aislaron 13 especies 

de SCN, las especies más frecuentes fueron S. sciuri, S. intermedius, y S. xylosus; 

la mayoría de las especies identificadas en este estudio han sido previamente 

reportadas en casos de mastitis bovina en hatos de diferentes países. 

Factores de virulencia 

Gemmelle y Lang (2015) reportan que el 27% (32/118) de los SCN producen la 

enzima fosfatasa, por otra parte, en el presente estudio se observó que el 53.12% 

(17/32) tuvieron la capacidad de producir fosfatasa. Markey et al., (2013), reporta 

que en S. aureus la enzima fosfatasa se presenta en más del 90% de las cepas, 

sin embargo, en el presente estudio sólo el 36% (8/22) de los S. aureus 

identificados presentaron esta enzima. 

En el caso de la enzima ureasa Markey et al., (2013) indica que los S. aureus 

presentan esta enzima en un rango de 11 a 89%, en este estudio se encontró que 

el 86% (19/32) de los S. aureus aislados presentan la enzima ureasa. Mientras 

que, en el caso de los SCN, depende de la especie la presentación de esta 

enzima. De las cepas de SCN 17/32 (53.12%) que resultaron positivas a la enzima 

ureasa, las especies que se identificaron fueron S. intermedius (23.5%); S. 
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epidermidis y S. chromogenes (17.6%); S. simulans, S. saprophyticus y S. xylosus 

(11.8%) y S. hyicus (5.9%). 

La enzima lecitinasa se presentó en el 68.75% (22/32) de los SCN, esto 

representa un porcentaje mayor a lo reportado por Fariña et al., (2013), quienes 

reportan la presencia de la enzima en un 40.8% (20/49) de los SCN aislados a 

partir de infecciones en humanos. En el caso de los S. aureus, en este estudio, la 

lecitinasa se presentó en el 86.36% (19/22) de las cepas. Boynukara et al. (2008), 

reporta que el 70.8% (75/106) de los S. aureus que aislaron de casos de mastitis 

bovina presentaron la enzima lecitinasa; por otra parte, Hamid et al., (2017) 

reportan que el 82.5% de los S. aureus aislados a partir de mastitis bovina 

presentaron la enzima lecitinasa.  

En este estudio se identificó la presencia de la enzima gelatinasa en una cepa de 

S. aureus y una cepa de S. chromogenes, ambas presentaron la capacidad de 

producir biopelícula. Estos resultados difieren a los referidos por Gemmell y Lang, 

(2015), en donde se reporta que el 43.4% (50/118) de los SCN que estudiaron, 

productores de la enzima gelatinasa. 

Boynukara et al., (2008) reportan que 93.4% (99/106) de los S. aureus aislados a 

partir de mastitis bovina, produjeron la enzima caseinasa. Marqués et al., (2013) 

reportan que 68.4% (26/38) de los S. aureus aislados a partir de casos de mastitis 

bovina producen esta enzima. En este estudio el porcentaje de S. aureus que 

producen caseinasa fue de 18.2% (4/22), este porcentaje es considerablemente 

bajo comparado a los reportados por Boynukara y Marqués. En el mismo estudio, 

Márques, aislaron 145 SCN de los cuales el 66.9% resultaron positivos a la 

producción de caseinasa, mientras que en este estudio se encontró que sólo el 

21.88% de los SCN aislados son capaces de producir la enzima caseinasa. En su 

estudio Marqués identifica la producción de caseinasa y la producción de 

biopelícula como los factores de virulencia más frecuentes, sin embargo, en este 

estudio no se encontró la producción de caseinasa como uno de los factores más 

frecuentes y tampoco se pudo asociar a la producción de biopelícula. 
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En cuanto a la producción de lipasa Gemmelle y Lang (2015), describen que el 

48.5% de los SCN analizados cuentan con la enzima lipasa. En el presente 

estudio sólo en una cepa de S. saprophyticus y una cepa de S. hyicus se observó 

la capacidad de producir la enzima lipasa, estas representan el 6.25% del total de 

los SCN aislados. Ribeiro de Souza da Cunha et al., (2006) y Fariña et al., (2013) 

observaron que las especies S. epidermidis, S. haemolyticus, S. lugdunensis y S. 

simulans producen lipasa, sin embargo, en el presente estudio estas especies no 

llegaron a producirla. El 36.36% de los S. aureus aislados en este estudio 

presentaron la enzima lipasa, coincidiendo a lo reportado por Parth et al., (2016) 

quienes reportan que el 54.7% (29/53) de los S. aureus aislados a partir de casos 

de mastitis bovina presentaron la enzima lipasa. Brady et al., (2006) mencionan 

que en infecciones por S. aureus no se ha podido relacionar la producción de la 

lipasa con la producción de biopelícula. En este estudio la prueba de Chi cuadrada 

no asocio la producción de la enzima lipasa con la producción de biopelícula. 

En este estudio se encontró que el 37.5% de los SCN mostraron la capacidad de 

producir la enzima DNAsa, Marqués reporta que el 16.7% de los SCN que aislaron 

presentaron la enzima DNAsa; Fariña reporta que el 100% (23/23) de los de SCN 

produjeron DNAsa, por otro lado, Ribeira de Souza da Cunha, reporta la 

capacidad de producir DNAsa en S. epidermidis, S. haemolyticus, S. lugdunensis y 

S. simulans. En el presente trabajo se identificaron como productoras de DNAsa 

las especies S. epidermidis y S. simulans. En el caso de S. aureus, Boynukara et 

al., (2008) reporta que el 100% cepas que aislaron produjeron DNAsa; Marqués 

reporta que el 36.8% de los S. aureus resultaron positivos a DNAsa. Por otra 

parte, Hamid y Parth, (2017), reportan la producción de DNAsa en 75% (72/96) de 

los S. aureus aislados. En este estudio se observó que sólo el 22.7% de los S. 

aureus aislados tuvo la capacidad de producir la enzima DNAsa, un porcentaje 

mucho menor a los reportado previamente.  

La producción de diferentes factores de virulencia cobra importancia respecto a la 

patogenicidad de S. aureus y sobre todo de los SCN. Por lo que se debe prestar 

más atención a estos últimos como agentes patógenos y dejar de considerarlos 
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como oportunistas, así como la importancia de la identificación de especie. La 

prueba de Chi2 nos indica que existe una asociación entre la producción de 

lecitinasa y la producción de biopelícula. 

Pruebas de adherencia en placa y tubo 

Pereyra et al., (2016), reportan que el 50% (10/20) de los S. aureus aislados a 

partir de mastitis bovina resultaron altas productoras de biopelícula, el 40% (8/20) 

medianas productoras de biopelícula y 10% (2/20) bajas productoras de 

biopelícula, resultados que coinciden con los obtenidos en las pruebas realizadas 

para este estudio, ya que en la prueba de adherencia en placa el 100% (22/22) de 

los S. aureus son productores de biopelícula al tener un promedio de absorbancia 

mayor al control negativo, sin embargo, sólo el 81.8% (18/22) presentaron 

diferencia significativa al control negativo. En la tercera repetición de la prueba de 

adherencia en tubo, también resultaron productoras de biopelícula todas las cepas 

de S. aureus. 

Por otra parte, Majumder et al., (2014) analizaron 160 S. aureus y 80 SCN 

aislados a partir de casos clínicos de infección en humanos con la prueba de 

adherencia en placa, contrario a lo que se demostró en este estudio, reportan que 

el 75.9% (123/162) de las cepas de S. aureus resultaron no productoras de 

biopelícula. De igual manera, en los resultados que reportan respecto a los SCN 

se puede observar que el 98.7% (79/80) resultaron no productoras de biopelícula. 

Tremblay et al., (2013) aislaron 255 SCN en producciones lecheras de Canadá. 

Reportan que 23.1% (59/255) resultaron altas, 25.5% (65/255) medianas, 36.5% 

(93/255) bajas y 14.9% (38/255) no productoras de biopelícula. Estos porcentajes 

son menores a los observados en este estudio. Cabe señalar que la mayoría de 

las productoras de biopelícula se clasificaron como bajas productoras, cuando en 

el presente estudio las de mayor porcentaje son las altas y medianas productoras.  

También se observó la correlación entre las pruebas de adherencia en tubo y 

adherencia en placa permitiendo comparar los resultados cualesquiera de las dos 

pruebas. En ambas pruebas el 100% de los Staphylococcus aislados en este 
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estudio mostraron la capacidad de producción de biopelícula. La producción de 

biopelícula es un factor de virulencia que otorga muchas ventajas al 

microorganismo, y representa una gran problemática en la industria de la leche ya 

que en este estudio se demostró que diferentes especies de Staphylococcus 

pueden producirla. 

Susceptibilidad antimicrobiana 

En este estudio el 100% (22/22) de las cepas de S. aureus y el 96.87% (31/32) de 

los SCN resultaron resistentes a la oxacilina. Frey et al., (2012) reportan en Suiza, 

de 417 SCN aislados, el 47% (196/417) fueron resistentes a oxacilina. Por otra 

parte, Fariña et al., (2013) a partir de muestras clínicas de humanos reporta una 

resistencia de SCN, de 64 cepas aisladas el 45.3% (29/64) mostraron resistencia a 

oxacilina. Figueira et al., (2017) en Brasil reportaron 20 cepas de S. aureus de 

casos de mastitis bovina sensibles a la oxacilina. Por otro lado, en Turquía, 

Aslantaş y Demir, (2016) aislaron 112 cepas de S. aureus de casos de mastitis 

bovina, sólo el 4.5% (5/112) resultaron resistentes a oxacilina. Khodadadi et al., 

(2016) reportan de 43 S. aureus aislados de tanques de leches que el 34.88% 

(15/43) resultaron resistentes a la oxacilina. La comparación de la resistencia a 

oxacilina reportada en los diversos estudios y este es alarmante, ya que los 

porcentajes de resistencia a oxacilina, en el presente estudio fueron mucho 

mayores; 100% de los S. aureus y 96.87% de los SCN.  

En S. aureus; Aslantaş y Demir reportan resistencia a penicilina en un 45.5%, 

ampicilina en 39.3%, tetraciclina en 33%, eritromicina en 26.8% y sulfametoxazol y 

trimetoprim en 5.4%; Figueira, reporta resistencia a penicilina de 100%, ampicilina 

0%, eritromicina 10% y  ciprofloxacina 25%; Khodadadi reporta resistencia a 

penicilina 76.7%, tetraciclina 23.3%, eritromicina 13.95%, gentamicina 16.3%, y 

0% en vancomicina. Xu et al., (2015) reportan resistencia en S. aureus (n=28) a 

penicilina 82.1%, tetraciclina 10.7%, eritromicina 14.3%, gentamicina 32.1%, 

clindamicina 3.6%. En el presente estudio la resistencia de S. aureus a penicilina 

fue de 72.72%, a ampicilina 100%, a tetraciclina 40%, eritromicina 20% y 
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sulfametoxazol y trimetoprim 10% gentamicina 4.5%, vancomicina 0%, 

clindamicina 13.63% y ciprofloxacina 9.1%.  

En el presente estudio la resistencia a ampicilina y eritromicina fue mayor que lo 

reportado por Figueira. La resistencia observada a clindamicina fue mayor que lo 

reportado por Xu. Resalta que la resistencia a vancomicina fue inexistente tanto en 

lo reportado por Khodadadi y lo observado en el presente trabajo. 

En el caso de los SCN Ruiz et al., (2001), en Colombia, reportan que de 6 cepas 

aisladas, el 66.7% resultó resistente a la ampicilina y tetraciclina y 16.6% a la 

eritromicina. Sánchez y Gutiérrez (2015) de 36 cepas aisladas, el 58% y 61% 

resultaron resistentes a la tetraciclina y penicilina G respectivamente. Por otra 

parte, Saidi et al., (2019) aislaron 35 cepas de casos de mastitis bovina, y reportan 

resistencia a penicilina 71.4%, cefalotina 31.4%, tetraciclina 34.28%, eritromicina 

54.3% y vancomicina 51.4%. En el presente estudio se observa que el 93%, 

56.25% y 36.6% de las cepas de SCN son resistentes a ampicilina, penicilina G y 

tetraciclina respectivamente; mientras que en el caso de la eritromicina se observó 

que el 16.6% de las cepas de SCN resultaron resistentes. La resistencia a 

ampicilina en el presente estudio se observó mayor a lo reportado por Sánchez y 

Gutiérrez y Saidi. Cabe señalar que en el caso de la resistencia a eritromicina y 

vancomicina de los SCN fue menor en este estudio a lo reportado por Saidi. 

Resalta que en el presente estudio se observó que los SCN presentaron 

resistencia a vancomicina, aunque sea menor (3.12%), con esto se observó que 

los SCN resultaron con resistencia a todos los antibióticos que se analizaron en 

este trabajo. Esto demuestra que estos patógenos emergentes deben ser tomados 

con mayor seriedad ya que se observa una mayor capacidad de desarrollar 

resistencia. 

El panorama de la resistencia en México contra lo que se ha reportado en diversas 

partes del mundo es alarmante, ya que los niveles de resistencia observados en 

este estudio son mayores a otros reportes. Esto significa que en México el manejo 

y uso de antibióticos se lleva de manera incorrecta lo que va generando un 

problema que será difícil de corregir. Se deben comenzar a buscar alternativas en 
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el tratamiento de la mastitis y es importante que se realicen pruebas de 

susceptibilidad a antimicrobianos antes de comenzar los tratamientos, así como 

evitar el uso indiscriminado de estos.  

Detección de serotipos capsulares, genes de producción de biopelícula y genes de 

resistencia a antimicrobianos por medio de la reacción en cadena de la polimerasa 

(PCR).  

Sayed et al., (2006) en México, analizaron cepas de S. aureus aisladas de casos 

de mastitis bovina, encontraron que el 83.3% (20/24) y el 81.3% (13/16) de las 

cepas de mastitis clínica y subclínica contaban con el gen cap5; y que el 16.7% 

(4/24) y 18.8% (3/16) contaban con el gen cap8. Por otro lado, Sutter et al., (2011) 

analizaron 91 cepas de S. aureus obtenidas a partir de casos clínicos pediátricos 

en Estados Unidos, de estas el 56% (51/91) presentaron el gen cap5; el 44% 

(40/91) presentó el gen cap8. Acosta et al., (2018) en Brasil, reportan cepas de S. 

aureus aisladas a partir de casos de mastitis bovina, de las cuales el 81.3% 

(100/123) presentaron el gen cap5 y el 6.5% (8/123) presentó el gen cap8. En 

China, Xu et al., (2015) encontraron el gen cap5 en el 46.4% (13/28) de las cepas 

de S. aureus, mientras que, en el caso de los SCN no encontraron cepas que 

presentaran cap5, contrario a lo observado en este estudio. En el caso del gen 

cap8, Xu reporta que se encontró en el 39.3% (11/28) y el 1.3% (1/76) en S. 

aureus y SCN respectivamente. En el presente estudio el 45.5% (10/22) de los S. 

aureus presentaron el gen cap5, resultados similares a los reportados por Xu, sin 

embargo, el porcentaje es menor al reportado por Sayed, Sutter y Acosta. En el 

caso de cap8, en el presente estudio no se pudo determinar la presencia de este 

gen en ninguna cepa de campo. Sutter et al., 2011, señala que las cepas de S. 

aureus que presentan cualquiera de los dos serotipos capsulares, se encuentran 

con menor frecuencia en infecciones recurrentes, considerando que la capacidad 

de formar biopelícula de las cepas aisladas en este estudio puede ayudar a la 

recurrencia y persistencia de la infección de la glándula mamaria se podrían 

comprender los bajos porcentajes de presentación de los genes que codifican 

estos serotipos. Lo recomendable sería realizar confirmación de que el producto 
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inespecífico obtenido en el caso con los iniciadores para cap8 corresponda 

realmente al gen. 

Seixas et al., (2013), Khoramian et al., (2015) Khoramrooz et al., (2016) y Figueira 

et al., (2017) reportan la presencia de icaA junto a icaD en 56.25% (45/80), 30% 

(6/20), 91.1% (82/90) y 52.6% (10/19) respectivamente en cepas aisladas de 

mastitis bovina. Seixas en cepas de SCN mientras que los últimos tres en cepas 

de S. aureus. En el presente estudio sólo se presentaron los genes en conjunto en 

el caso de S. aureus en 18.2% (4/22), porcentaje mayor que el reportado por 

Figueira, pero menor al reportado por Khoramrooz y Khoramian.  

Tremblay et al., (2013), reporta la presencia de icaA en el 52.54% (134/255) de los 

SCN que se aislaron, principalmente en S. simulans, mientras que en el presente 

estudio sólo dos cepas (6.25%) de SCN un S. simulans y un S. intermedius. En el 

estudio de Xu et al., (2015) no observaron la presencia icaA en ninguna de las 

cepas de SCN (n=76). Budri et al., 2015, reporta que el 85.9% (55/64) de las 

cepas de S. aureus aisladas a partir de mastitis subclínica presentaron el gen 

icaA, mientras que Xu al igual que con los SCN, ninguna cepa de S. aureus 

presentó el gen icaA (n=28). Khoramian reporta que en 85.7% (107/125) de las 

cepas de S. aureus aisladas a partir de muestras clínicas de humanos se presentó 

el gen icaA. En el presente estudio se encontró el gen icaA en 63.6% (14/22) de 

los S. aureus aislados. Se observan diferencias notables entre los resultados 

reportados, esto se puede deber a que se realizaron los estudios en diferentes 

regiones, Khoramrooz y Khoramian realizaron sus estudios en Irán, Figueira y 

Budri en Brasil, Seixas en Portugal, Tremblay en Canadá y Xu en China; o se 

puede deber al origen de las cepas. Es claro que la presentación de uno o ambos 

genes no determina la capacidad de producción de biopelícula, esta puede 

deberse a la presencia de otros genes como atlE o bap. 

Majumder et al., (2014) realizaron un PCR múltiplex para los mismos genes, en 

cepas del género Staphylococcus aisladas a partir de infecciones clínicas en 

humanos. De los S. aureus que aislaron el 79% (128/162) y 100% (162/162) 

presentaron el gen mecA y femA respectivamente, mientras que en el 40% se 
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identificaron los tres genes. En el caso de los SCN de 80 cepas aisladas, el 80% 

presentó el gen mecA, el 3.3% presentaron los genes mecA e icaD; y ninguna 

cepa de SCN presentó el gen femA. En el presente estudio, el porcentaje de 

presentación del gen mecA en S. aureus y SCN es menor a lo reportado por 

Majumder, cabe resaltar que reportan la presencia del gen femA únicamente en 

cepas de S. aureus indicando que es específico de especie; por otra parte 

Salimena et al., (2016), identificaron cepas de S. aureus amplificando el gen femA, 

Khodadadi et al.,( 2016), aislaron 43 S. aureus a partir de muestras de tanques de 

leche en Irán y todas presentaron el gen femA., sin embargo, en el presente 

estudio se demuestra que el gen femA se puede encontrar tanto en S. aureus 

como en los SCN.  

Frey et al., (2013) reportan que el 10.55% de los SCN (44/417) presentaron el gen 

mecA; López et al., (2015) reportan que el 9% (4/85) de las cepas de S. aureus 

aisladas de leche de bovino presentaron el gen mecA; Fariña reporta que de los 

41 SCN aislados, 22 cepas (45%) presentaron el gen mecA. Lo observado en el 

presente estudio se asemeja a lo reportado por López y Fariña. Por otra parte, 

Budri reporta que el 84% de S. aureus (54/64) presentaron el gen icaD;  

Khoramian, reporta que el 91.1% de las cepas de S. aureus aisladas a partir de 

bovinos presentaron el gen icaD, ambos porcentajes son mayores a lo observado 

en el presente estudio. Xu, reporta que el gen icaD se presentó en el 71.4% 

(20/28) de los S. aureus mientras que en el presente estudio sólo se presentó en 

el 27.7% (6/22) de los S. aureus aislados; mientras que en el caso de los SCN Xu 

reporta ninguna cepa presentó el gen icaD, en este estudio solamente una cepa 

de S. intermedius y una cepa de S. sciuri presentaron el gen icaD.  
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CONCLUSIONES 

Todas las cepas de Staphylococcus spp. aisladas a partir de casos de mastitis 

bovina mostraron capacidad de producir biopelícula en diferentes grados, sin 

embargo, sólo 39 cepas muestran una diferencia significativa. 

Las pruebas de adherencia en tubo y en placa pueden correlacionarse. Se debe 

considerar la producción de biopelícula como un factor de riesgo en mastitis 

causada por Staphylococcus spp. 

La producción de la enzima lecitinasa puede asociarse a la capacidad de 

producción de biopelícula. 

El gen del serotipo capsular 8 no siempre será encontrado junto al gen del serotipo 

capsular 5, la confirmación con secuenciación del serotipo capsular 8 sería de 

utilidad. 

La presentación del gen icaA en cepas aisladas específicamente de casos de 

mastitis bovina en México difiere a lo reportado en diferentes países. 

La estandarización del PCR múltiplex permite detectar cepas de S. aureus y SCN 

productoras de biopelícula y resistentes a meticilina. 

En México existe un nivel de resistencia alto a los betalactámicos mucho mayor a 

lo reportado a nivel mundial. La resistencia observada a oxacilina y meticilina 

muestran que se debe dar prioridad a la búsqueda de alternativas para el 

tratamiento de mastitis y, la administración de antibioterapia debe tomarse con 

mayor seriedad. 
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ANEXO 1 Extracción DNA con CTAB 

1. Tomar 3 colonias de bacterias, agregar 500µl de PBS, homogeneizar y 

centrifugar a 12,000 g durante 5 minutos y decantar el sobrenadante. 

2. Agregar 400µl de buffer TE más 50 µl de lisozima (10mg/ml). Agitar en vórtex e 

incubar al menos 1 hora (puede ser toda la noche) a 37°C. Cuando se usa PCR 

coa, agregar 10 µl de lisostafina (100 µl/ml).  

3. Adicionar 75 µl de SDS al 10% y 6 µl de proteinasa K (10mg/ml), agitar en 

vórtex e incubar durante 10 min a 65°C. 

4. Adicionar 100 µl de NaCl 5M. Adicionar 100 µl de una solución CTAB/NaCl 

(precalentada a 65°C), agitar en vórtex hasta que la mezcla tome un aspecto 

lechoso. Incubar a 65°C durante 10 min. 

5. Adicionar 750 µl de una solución de cloroformo/alcohol isoamílico (24:1), agitar 

en vórtex durante 10 seg y centrifugar 5 min a 12,000g. 

6. Transferir el sobrenadante en volúmenes de 200 µl a un microtubo limpio y 

estéril (aproximadamente 600 µl). 

7. Al volumen transferido agregar alcohol isopropílico en una cantidad que 

represente el 60%. Dejar reposar la muestra a -20°C durante 30 min (se puede 

dejar toda la noche). 

8. Centrifugar a 12,000g durante 15 min. Descartar el sobrenadante dejando 

aproximadamente 20 µl sobre el precipitado. 

9. Adicionar 500 µl alcohol etílico al 70%, invertir suavemente el tubo con la mano 

10 veces. Centrifugar 5 min a 12,000 g. Descartar el sobrenadante dejando 20µl 

sobre el precipitado. 

10. Centrifugar a 12,000 g durante 1 min, descartar con pipeta el sobrenadante. 

Observar que no queden rastros de etanol. 
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11. Permitir secar el ADN a temperatura ambiente durante 45 min. Se puede secar 

en termoblock de 5 a 10 min a 56°C. 

12. Resuspender el ADN en agua inyectable (30-50 µl) dependiendo del tamaño 

de la pastilla. Cepas 80 µl. 

13. Colocar los tubos en baño María entre 55-60°C por 5 min. Almacenar en 

refrigeración o congelación hasta su uso. 
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