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RESUMEN 

La mastitis bovina se considera crónica cuando el recuento celular excede las 200000 

células/ml durante dos meses consecutivos o hay más de tres tratamientos fallidos en el 

cuarto mamario durante la lactancia, suele asociarse a Staphylococcus aureus formador de 

biopelícula y aunque se recomienda eliminar del hato aquellos animales con cuadros 

crónicos, en México es una práctica poco realizada por lo que en este estudio se evaluó la 

eficacia in vitro e in vivo del preparado intramamario con Enro-C/DMSO/chitosán para 

proponerlo como posible alternativa de tratamiento ante casos de difícil resolución clínica y 

bacteriológica. Se tomaron muestras de leche de 15 bovinos con mastitis crónica y se 

identificó al agente etiológico y su capacidad fenotípica y genotípica de producir 

biopelícula. Se formó un grupo control tratado con Enro-C/DMSO y el grupo experimental 

con Enro-C/DMSO/chitosán. Los tratamientos se administraron BID 8 días consecutivos y 

se evaluó la eficacia clínica y bacteriológica final 10 días después de la primera dosis. El 

tratamiento experimental logró una eficacia clínica del 100%, con una cura bacteriológica 

del 80%. El grupo control logró una cura clínica y bacteriológica del 41.7% y una falla 

clínica y bacteriológica del 25%. Se consideró una de las cepas de alta producción de 

biopelícula aislada de los bovinos tratados y se evaluó el efecto antimicrobiano de Enro-

C/DMSO/chitosán sobre S. aureus planctónico y contenido en la biocapa, así como su 

efecto sobre la producción y degradación de biopelícula de manera in vitro, observándose 

que el preparado propuesto tiene un excelente efecto antibacteriano sobre ambos estilos de 

vida bacteriana, inhibe la formación de biopelícula y degrada la biopelícula madura. El 

preparado propuesto es una alternativa alentadora para casos crónicos, sin embargo, es 

necesario elaborar estudios de campo más robustos para obtener mayor evidencia de su 

eficacia clínica y bacteriológica.  

Palabras clave: mastitis crónica, enrofloxacina clorhidrato dihidrato, dimetil sulfóxido, 

chitosan, preparado intramamario. 
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ABSTRACT 

Bovine mastitis is considered chronic when the cell count exceeds 200,000 cells/ml for two 

consecutive months or there are more than three failed treatments in the mammary quarter 

during lactation. It’s usually associated with biofilm-forming Staphylococcus aureus and 

although it’s recommended to eliminate it from the herd. those animals with chronic 

conditions, in Mexico it’s a practice rarely carried out, so in this study the in vitro and in 

vivo efficacy of the intramammary preparation with Enro-C/DMSO/chitosan was evaluated 

to propose it as a possible treatment alternative in cases of difficult clinical and 

bacteriological resolution. Milk samples were taken from 15 bovines with chronic mastitis 

and the etiological agent and its phenotypic and genotypic capacity to produce biofilm were 

identified. A control group treated with Enro-C/DMSO and the experimental group with 

Enro-C/DMSO/chitosan were formed. The treatments were administered BID 8 consecutive 

days and the final clinical and bacteriological efficacy was evaluated 10 days after the first 

dose. The experimental treatment achieved a clinical efficacy of 100%, with a 

bacteriological cure of 80%. The control group achieved a clinical and bacteriological cure 

of 41.7% and a clinical and bacteriological failure of 25%. One of the strains with high 

production of biofilm isolated from treated bovines was considered and the antimicrobial 

effect of Enro-C/DMSO/chitosan on planktonic S. aureus and content in the biofilm was 

evaluated, as well as its effect on production and degradation of biofilm in vitro, observing 

that the proposed preparation has an excellent microbicidal effect on both styles of bacterial 

life, inhibits biofilm formation and degrades mature biofilm. The proposed preparation is a 

promising alternative for chronic cases, however, more robust field studies are needed to 

obtain further evidence of its clinical and bacteriological efficacy. 

Key words: chronic mastitis, enrofloxacin hydrochloride-dihydrate, dimethyl sulfoxide, 

chitosan, intramammary preparation. 
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INTRODUCCIÓN  

La mastitis de los bovinos productores de leche es una enfermedad con alta prevalencia a 

nivel mundial y se considera como la afectación económicamente más significativa que 

impacta a la industria lechera al estimarse que sus costos oscilan entre 19.7 y 32.3 millones 

de dólares anuales (Saeed y col., 2023). Los costos que se erogan en hatos lecheros de la 

Unión Europea con 100 cabezas de ganado por concepto de mastitis ascienden a los                    

€ 4 896.00 anuales/hato, mientras que en Estados Unidos se estima que la prevalencia de la 

enfermedad es del 45%, con costos que fluctúan de $106 a $867 USD por caso, de los 

cuales el 70% se asocian a la reducción de la producción de leche (Kalińska y col., 2018). 

Además de la reducción y descarte de leche proveniente de vacas con mastitis, se 

contempla dentro de los costos derivados de esta enfermedad la atención médica, el costo 

de los tratamientos aplicados, la disminución de la calidad de la leche, las recaídas y la 

eutanasia prematura de la vaca (Aghamohammadi y col., 2018).  

La mastitis clínica se caracteriza por la presentación de signos clínicos evidentes de 

inflamación severa de la ubre que se acompaña de un aumento del conteo de células 

somáticas en la leche (Nagahata y col., 2011). Las células somáticas son células epiteliales 

de la glándula mamaria, leucocitos polimorfonucleares y macrófagos hallados en la leche, 

aún en condiciones normales. No obstante, en el caso de una infección o inflamación, estas 

células migran al tejido glandular mamario por la quimiotaxis inducida que conlleva los 

procesos de adhesión y colonización del agente patógeno al tejido mamario (Nagahata y 

col., 2011). Si no hay resolución autolimitante o provocada por la intervención médica, hay 

persistencia de la respuesta inflamatoria y tiende a desarrollarse tejido de granulación. Esto 

se considera entonces, una mastitis crónica (Ramírez, 2001). Los parámetros que se pueden 

evaluar para caracterizar al proceso inflamatorio como crónico son el alto recuento de 

células somáticas (mayor a 200 000 células/ml) durante más de dos meses consecutivos o 

por la aparición de tres o más casos repetidos de mastitis clínica en el mismo cuarto 

mamario durante la lactancia (Kampa y col., 2010; Cardozo y col., 2015). En estos casos es 

común encontrar como agente etiológico a Staphylococcus aureus, y a menudo estas son 
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cepas formadoras de biopelícula (Gussmanna y col., 2019).  Así pues, es que dentro de los 

agentes etiológicos causales de mastitis bovina de gran importancia en la industria lechera 

se puede mencionar las bacterias que pertenecen al género Staphylococcus, las cuales se 

pueden clasificar como especies coagulasa positivas y negativas con base en su capacidad 

de producir dicha enzima. Las infecciones intramamarias causadas por Staphylococcus spp 

coagulasa negativos (SCN) no siempre causan signología clínica. Sin embargo, existen 

especies capaces de inducir una reacción inflamatoria fuerte o son capaces de persistir por 

tiempos prolongados en la glándula mamaria (Piessens y col., 2012). De las especies de 

SCN que mejor se han adaptado a la glándula mamaria bovina se puede nombrar a S. 

chromogenes y S. epidermidis, mientras que especies como S. haemolyticus, S. xylosus y S. 

simulans que afectan también a los bovinos, se consideran como oportunistas ambientales 

(Piessens y col., 2012). Uno de los agentes contagiosos causales de mastitis perteneciente a 

las bacterias coagulasa positivas y que es de gran preocupación a nivel mundial es S. 

aureus. Solo basta citar que se encuentra presente en el 25.4% de las muestras de leche 

(Gussmanna y col., 2019). Es de mencionarse que existen cepas bacterianas del género 

Staphylococcus que se pueden aglomerar en comunidades bacterianas contenidas en una 

matriz extracelular de exopolisacáridos adheribles al epitelio de la glándula mamaria, 

misma que se conoce como biopelícula (biofilm en inglés) (Bohl y col., 2021). Estas cepas 

se asocian a la presentación de infecciones persistentes por que la biopelícula les confiere la 

capacidad para evadir al sistema inmune del hospedero, una mayor resistencia a la acción 

de los antimicrobianos en comparación con las bacterias planctónicas no asociadas a esta 

estructura. La biopelícula altera el crecimiento bacteriano dentro de ella dado que se limita 

el paso y con ello la disponibilidad de nutrientes, se modifica el pH del medio, hay una 

perfusión de oxígeno distinta, se generan diversas fuentes de carbono y la osmolaridad es 

distinta en la biopelícula. Así, cuando esta estructura alcanza una masa crítica, las capas 

más externas se desprenden y las bacterias contenidas en ellas se adhieren a otros sitios y 

entonces habrá persistencia del proceso infeccioso no solo en el tejido glandular mamario, 

sino que también en material inerte que esté en contacto directo con la glándula mamaria 

durante la ordeña, exceptuando al acero inoxidable no agrietado (Babra y col., 2013; 

Gussmanna y col., 2019; Pasachova y col., 2019; Bohl y col., 2021). 
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En la mastitis del ganado bovino una de las partes fundamentales de su diagnóstico es la 

identificación del agente etiológico. Una vez que se establece al S. aureus como el agente 

causal a través de la realización de cultivos microbiológicos selectivos, la observación 

microscópica del agente y la realización de diversas pruebas microbiológicas específicas 

como la prueba de catalasa, hemólisis, coagulasa, fermentación de carbohidratos y 

resistencia a polimixina B (Aguilar y col., 2014), resulta también importante identificar 

aquellos casos en los que se involucre una cepa productora de biopelícula. Para ello, se 

pueden realizar técnicas microbiológicas cualitativas como la de Agar Rojo Congo (Atshan 

y Shamsudin, 2011) y técnicas cuantitativas como formación de biopelícula en placa y en 

tubo e incluso correlacionar los datos con resultados derivados de mediciones 

espectrofotométricas (Christensen y col., 1982), y de técnicas moleculares como PCR para 

la identificación de genes asociados a la producción de exopolisacáridos (biopelícula) 

(Hortaç y col., 2020).  

Se sabe que el tratamiento a base de antimicrobianos en mastitis crónicas relacionadas con 

S. aureus formador de biopelícula no tiene el éxito esperado por la protección que le 

confiere esta matriz extracelular al agente patógeno, la American Association of Bovine 

Practitioners (AABP) recomienda no tratar los casos crónicos y/o subclínicos dado que los 

porcentajes de eficacia en el tratamiento son muy bajos y el riesgo de contagio horizontal es 

elevado (Rosyter y Wagner, 2015). No obstante, se ha experimentado con ceftiofur 

intramamario por 8 días consecutivos como opción pertinente (Alfonseca-Silva y col., 

2021). La vía de administración de elección es la intramamaria, pues logra altas 

concentraciones del antimicrobiano en la glándula, tiene poca o nula absorción, se reduce la 

dosis total utilizada y se evitan efectos adversos sistémicos (Bhattarai y col., 2021). Sin 

embargo, se sabe que la resistencia a los antimicrobianos disminuye el efecto del fármaco 

sobre el agente etiológico y que la presencia de biopelícula afecta la penetración del 

antimicrobiano al sitio infectado. Por ello, se estudian vehículos farmacéuticos que 

destruyan o debiliten la biopelícula sin afectar el tejido glandular y de esta manera 

aumentar la eficacia y difusión del principio activo al sitio problema (Babra y col., 2013; 

Bhattarai y col., 2021). 
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Con base en lo sugerido en la literatura, se postula en este ensayo que combinar agentes 

anti-biopelícula con antimicrobianos, puede mejorar la eficacia en el tratamiento de la 

mastitis crónica, en particular la producida por S. aureus productor de biopelícula 

(Skogman y col., 2012). Un agente que recientemente se incorporó con éxito al tratamiento 

intramamario de la mastitis es la enrofloxacina clorhidrato-dihidrato (Enro-C) (Patente 

UNAM 472715 - INPI, México). Este agente es un solvato más hidrosoluble que la 

enrofloxacina base, no irrita la glándula mamaria, tiene un pH de 6.5 en suspensión a razón 

de 30 mg/mL, presenta mayor capacidad de disolución acuosa que la enrofloxacina base y 

logra concentraciones elevadas en tejido mamario, produciendo alta eficacia contra S. 

aureus y S. coagulasa negativos (Miranda-Calderón y col., 2014; Martínez-Cortés y col., 

2016; Viveros y col., 2017). En un ensayo con bacterias resistentes a enrofloxacina se 

encontró que la administración intramamaria de Enro-C 2 veces al día por 5 días 

consecutivos lograba una eficacia clínica y bacteriológica en casos de mastitis crónicas 

(65%), aun cuando la infección fue causada por bacterias genotípica y fenotípicamente 

resistentes a la enrofloxacina. Adicionalmente, en las vacas no curadas, la posterior 

asociación con un esquema de rescate a base de ceftiofur-HCl intramamario 2 veces al día 

durante 5 días adicionales, resultó en 100% de eficacia en relación con la cura 

bacteriológica (Alfonseca-Silva y col., 2021).   

Uno de los vehículos que se consideran como clave para lograr una destrucción eficiente de 

la biopelícula es el dimetil sulfóxido (DMSO). Este es un vehículo-diluyente de fármacos 

con actividad antimicrobiana y aceptable inocuidad celular (Hebling y col., 2015; Yahya y 

Karsani, 2018; Deutch, 2019). De manera similar se han logrado efectos anti-biopelícula 

con el chitosán de bajo peso molecular (BPM) (Silva-Dias y col., 2014). Como es sabido, 

este polímero es un derivado de la quitina y es el segundo polisacárido más abundante del 

mundo después de la celulosa. El chitosán es una sustancia biocompatible, biodegradable y 

no tóxica, que se obtiene del exoesqueleto de crustáceos marinos y se ha reconocido que 

reduce biopelículas preformadas, además de que limita la adhesión de patógenos a los 

epitelios, incluyendo el mamario (Silva-Dias y col., 2014). Por estas propiedades del 

chitosán y del DMSO se postula en este estudio que ambos vehículos estabilizados en una 
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fórmula con Enro-C, pueden tener una eficacia superior a la observada con Enro-C sola 

(Enromastic®, de Laboratorios Aranda S.A. de C.V.) en un esquema de tratamiento de 8 

días (Alfonseca-Silva y col., 2021). 

JUSTIFICACIÓN 

A pesar de las recomendaciones de la AABP de no tratar a las vacas con mastitis crónicas 

dado el peligro de la diseminación horizontal, es de destacarse que en México pocas veces 

están dispuestos los productores y aún los Veterinarios a desechar a las vacas que muestren 

datos de padecer una mastitis crónica en la que estén involucradas bacterias productoras de 

biopelícula. Más aún, en condiciones habituales es poco común que se hagan las pruebas 

necesarias para llegar a este diagnóstico. De manera tal que es difícil predecir el impacto 

que esta enfermedad genera en la producción de leche en los diferentes tipos de unidades de 

producción, intensivas o semi-intensivas. Por esto, es importante tratar de lograr curas 

bacteriológicas y clínicas en este tipo de vacas. No obstante, como se ha comentado la 

biopelícula es una estructura altamente especializada para disminuir la eficacia de los 

antibacterianos y obviamente mantienen la eficacia antibacteriana limitada. Se postula en 

este ensayo que la combinación en un diseño farmacéutico intramamario de enrofloxacina 

clorhidrato - dihidrato (Enro C), dimetil sulfóxido (DMSO) y chitosán de bajo peso 

molecular, puede presentar una mejora en su actividad antibacteriana al afectar la síntesis y 

favorecer la degradación de la biopelícula en infecciones producidas por bacterias que la 

producen (principalmente Staphylococcus spp) y con ello lograr mejores tasas de curación 

clínica y bacteriológica.  

HIPÓTESIS 

1. Las cepas del género Staphylococcus spp aisladas de casos de bovinos lecheros que 

cursan con mastitis crónica en Chipilo, Puebla tienen la capacidad fenotípica y 

genotípica para producir biopelícula. 

2. El preparado con Enro-C/DMSO/chitosán tiene la capacidad de inhibir in vitro la 

formación de biopelícula, degradar la biopelícula madura y generar un efecto 
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antimicrobiano sobre Staphylococcus aureus planctónico y contenido en el interior de la 

matriz de exopolisacáridos, y su eficacia clínica y/o bacteriológica es superior al 

tratamiento de referencia con Enro-C/DMSO para casos de mastitis crónica por 

Staphylococcus spp productor de biopelícula en tratamientos extendidos de 8 días 

consecutivos. 

OBJETIVO GENERAL 

Evaluar la eficacia clínica y bacteriológica del preparado Enro-C/DMSO/chitosán tras su 

aplicación intramamaria por 8 días consecutivos en casos de mastitis bovina clasificada 

como crónica, así como determinar el efecto antimicrobiano sobre Staphylococcus aureus 

planctónico y el contenido en el interior de la matriz de exopolisacáridos, mediante la 

determinación del efecto de la combinación sobre la inhibición de la síntesis de biopelícula 

y la degradación de biopelícula madura in vitro. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Clasificar por su fenotipo y genotipo, cepas de Staphylococcus spp aisladas de casos 

clínicos de mastitis crónica en bovinos lecheros, como productoras y no productoras de 

biopelícula. 

2. Identificar por PCR los genes icaA y icaD del operón ica, asociados a la producción de 

exopolisacáridos extracelulares, en cepas de Staphylococcus spp aisladas de casos de 

mastitis crónica en bovinos lecheros. 

3. Evaluar in vitro el efecto antimicrobiano del preparado con Enro-C/DMSO/chitosán 

sobre S. aureus planctónico y contenido en el interior de la matriz de exopolisacáridos, 

así como la capacidad de inhibición de producción de biopelícula y degradación de 

biopelícula madura.  

4. Evaluar la eficacia clínica y/o bacteriológica del preparado intramamario con Enro-

C/DMSO/chitosán y compararla con el tratamiento de referencia Enro-C sola en casos 

de mastitis crónica por Staphylococcus spp productor de biopelícula. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

Este estudio fue aprobado por el Comité de Investigación de Posgrado, Cuidado y Uso de 

Animales Experimentales, de acuerdo con la Regulación Oficial Mexicana NOM-062-

ZOO-1999 y se llevó a cabo con base en los lineamientos éticos y humanitarios que rigen la 

experimentación con animales, cumpliendo con los aspectos relativos a su cuidado, manejo 

y uso establecidos por la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia (FMVZ) de la 

Universidad Nacional Autónoma de México (UNAM) (Protocolo Número SICUAE.MC-

2021/4-2). 

La elaboración de los preparados intramamarios se realizó en el Laboratorio de 

Departamento de Fisiología y Farmacología de la FMVZ-UNAM ubicada en Ciudad 

Universitaria, en la Ciudad de México. El diagnóstico bacteriológico y la evaluación in 

vitro de los fármacos empleados se realizó en el Laboratorio de Microbiología Veterinaria 

del Departamento de Microbiología en Inmunología de la FMVZ-UNAM. La evaluación in 

vivo de los preparados se realizó en la localidad de Chipilo de Francisco Javier Mina, en el 

municipio de San Gregorio Atzompa, en el estado de Puebla, que se encuentra 12 km al sur 

de la ciudad de Puebla, se localiza entre el paralelo 19  00   de latitud norte, el meridiano 

98  19   de longitud oeste y una altitud de 2139 m.s.n.m. Cuenta con un rango de 

temperatura de 12 a 26° C, su precipitación promedio anual es de 1398 mm y se caracteriza 

por tener un clima templado subhúmedo (INAFED, 2020).  

Elaboración del preparado de uso intramamario a base de Enro - C, 

dimetil sulfóxido y chitosán (Enro - C/DMSO/chitosán). 

Para la realización del presente estudio se prepararon cuatro compuestos con diferentes 

concentraciones de chitosán (Véase Cuadro 1). La elaboración de los preparados llevó la 

siguiente secuencia: 

1. En una base de 75 ml de agua destilada se incorporaron 3 g de Enro-C (producida bajo 

Patente UNAM 472715 - INPI, México), los cuales se disolvieron con el empleo del 
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mezclador magnético de placa caliente a temperatura ambiente hasta su completa 

disolución. 

2. Posteriormente, se incorporó por agitación constante de forma lenta y bajo previa 

pulverización en malla 20, chitosán de bajo peso molecular (Pharmachem S.A., de 

C.V.®) a temperatura ambiente hasta disolver de forma completa. 

3. Después se agregaron gota a gota 0.05 ml de DMSO al 99% de pureza (Riedel-de Haën 

®), se aforó el preparado con agua destilada hasta 100 ml y se mantuvo la agitación de 

la mezcla el tiempo necesario hasta obtener una suspensión relativamente estable, de la 

cual 48 h después de la agitación se hicieron visibles las 2 capas de la suspensión por la 

segregación de los componentes sólidos de esta, para lo cual solo fue necesario volver a 

agitarla para resuspender. 

4. Se procedió a medir el pH de cada uno de los preparados elaborados.  

Cuadro 1. Formulación y pH de los preparados de prueba Enro-C/DMSO/chitosán 

con diferente concentración de chitosán  

Primer preparado 

Enro-C ……………………….. 3 g  

Chitosán ……………………… 0.05 g  

DMSO ……………………...… 0.05 ml 

pH …………………………….. 4.37 

Segundo preparado 

Enro-C ……………………….. 3 g  

Chitosán ……………………… 0.1 g  

DMSO ……………………...… 0.05 ml 

pH …………………………….. 4.75 

Tercer preparado 

Enro-C ……………………….. 3 g  

Chitosán ……………………… 0.2 g  

DMSO ……………………...… 0.05 ml 

pH …………………………….. 4.27 

Cuarto preparado 

Enro-C ……………………….. 3 g  

Chitosán ……………………… 0.5 g  

DMSO ……………………...… 0.05 ml 

pH …………………………….. 5.23 

Composición por cada 100 ml de preparado 

 

Con base en la facilidad de disolución de los componentes, el pH del preparado y la 

estabilidad de sus fases se seleccionó el preparado que contiene una concentración de 

chitosán al 0.5%, sin embargo, se requiere que para su empleo en tratamientos 
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intramamarios su pH sea cercano a 6 para evitar generar daño en el tejido glandular 

mamario al momento de su administración, por lo que se adicionaron 5 ml de buffer pH 7. 

Adicionalmente a esto se elaboró un segundo preparado sin chitosán, con el fin de 

emplearlo como fármaco del grupo control para la fase clínica del ensayo. La composición 

del preparado seleccionado para las pruebas en el laboratorio y en campo se describe en el 

Cuadro 2. 

Cuadro 2. Formulación y pH del preparado para el grupo control (Enro-C/DMSO) 

y el grupo experimental (Enro-C/DMSO/chitosán). 

Preparado intramamario para el grupo 

control (Enro-C/DMSO) 

Agua destilada ……………….. csp 100 ml  

Buffer de pH 7 ………………. 5 ml 

Enro-C ……………………….. 3 g  

DMSO ……………………...… 0.05 ml 

pH …………………………….. 6.16 

Preparado intramamario para el grupo 

experimental (Enro-C/DMSO/chitosán) 

Agua destilada ……………….. csp 100 ml 

Buffer de pH 7 ………………. 5 ml 

Enro-C ……………………….. 3 g  

Chitosán ……………………… 0.5 g  

DMSO ……………………...… 0.05 ml 

pH …………………………….. 6.23 

Composición por cada 100 ml de preparado 

 

Descripción de la población de estudio  

La selección de los animales que se incluyeron en el estudio se realizó durante el mes de 

octubre del 2022. Se seleccionaron un total de 15 bovinos lecheros del establo de Chipilo, 

todos de la raza Holstein Friesian en producción de 2° y 3° parto, los cuales cumplieron con 

el primer criterio de inclusión de detección de tres o más casos repetidos de mastitis clínica 

en el mismo cuarto mamario durante la lactancia en curso para determinar que el proceso 

inflamatorio fuera crónico, además de no haber recibido tratamiento alguno en los 10 días 

previos a la evaluación de los animales (Kampa y col., 2010; Cardozo y col., 2015). Se 

realizó la evaluación física de las glándulas mamarias con el fin de identificar su 

conformación al momento de tomar la muestra, así como la prueba de tazón de fondo 

oscuro para determinar mastitis clínica e identificar posibles alteraciones organolépticas en 

la muestra de leche obtenida.  
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Para lograr una caracterización completa del proceso inflamatorio por el que cursaron los 

animales incluidos en el estudio, se realizó la estimación de células somáticas a través de la 

prueba de California para mastitis, considerando aquellos animales que presentaron un 

conteo de células somáticas (CCS) superior a las 200 000 céls / ml, lo que corresponde a 

una clasificación como trazas, 1, 2 ó 3, de acuerdo con lo establecido en la interpretación de 

resultados de la prueba (Pampariene y col., 2016).  

Prueba de California para mastitis 

Se realizó la limpieza de la zona a través del lavado, enjuague y secado de la región que 

rodea el pezón de la ubre y fue de suma importancia el lavado y desinfección de las manos 

de la persona encargada de realizar la prueba, así como el uso de guantes de nitrilo en todo 

momento para evitar contaminación de la muestra (Véase Figura 1.1 y 1.2). Utilizando 

torundas de algodón remojadas en una solución de alcohol al 70%, se desinfectaron los 

pezones y se dejaron secar durante 2 min (Véase Figura 1.3). Se realizó el despunte de 

todos los cuartos de la glándula mamaria, desechando los primeros dos o tres chorros de 

leche obtenida del estímulo para su eyección (Véase Figura 1.4). Se ordeñaron en cada una 

de las placas de la paleta para prueba de California dos chorros de leche de cada cuarto y se 

inclinó la paleta a modo de retirar el excedente de leche (Véase Figura 1.5). En cada placa 

se añadió la misma cantidad de reactivo de California (compuesto por alquil aril sulfonato 

de sodio, detergente que causa la liberación del DNA de los leucocitos presentes en la 

muestra a través de su lisis y púrpura de bromocresol como indicador de pH) y se mezcló 

con la muestra de leche para detectar la reacción de gelificación que desencadena la 

combinación del DNA de los leucocitos lisados con las proteínas propias de la leche (Véase 

Figura 1.6). Una vez que se realizó la lectura de la prueba, se retiró el contenido de la paleta 

y se enjuagó la misma previo a la continuación de la prueba en la siguiente vaca. La 

interpretación de los resultados observados se realizó con base en lo descrito en el Cuadro 

3. 
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Figura 1. Prueba de California para mastitis 1.1 Limpieza de la ubre. 1.2. Lavado, enjuague y 

secado del pezón. 1.3. Desinfección de pezones con alcohol al 70%. 1.4. Despunte. 1.5. Toma de muestra en 

paleta para prueba de California. 1.6. Adición del reactivo de California y lectura de la prueba. 
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Cuadro 3. Interpretación de resultados de la Prueba de California para mastitis 

(Pampariene y col, 2016). 

Escala 
Cambios en la consistencia 

de la mezcla 

Intervalo relativo del 

nivel de células 

somáticas (células/ml) 

Porcentaje de 

leucocitos 

polimorfonucleares 

Negativo 
Consistencia homogénea, 

líquida, sin cambios visibles. 
˂ 200 000 25 % 

Trazas 

Aparecen grumos menores, 

que desaparecen al girar la 

placa. 

200 000 – 500 000 30 % 

1 

Se forman coágulos menores, 

la viscosidad de la mezcla 

aumenta. 

500 000 – 1 500 000 30 – 40 % 

2 

La mezcla es viscosa, un 

coágulo es visible al girar el 

lugar y se localiza en un lugar. 

1 500 000 – 5 000 000 40 – 70 % 

3 

Se forma una mezcla gomosa 

y viscosa, se ve claramente un 

coágulo de la forma de 

albúmina y se cae al verter la 

mezcla fuera de la placa. 

˃ 5 000 000 70 – 80 % 

 

Toma y envío de muestras  

Posterior a la realización de la prueba de California para mastitis y con el fin de aprovechar 

la limpieza, antisepsia y despunte que se realizó en la glándula mamaria, se colectaron 20 

ml de leche directamente de cada cuarto de las vacas diagnosticadas con mastitis crónica en 

tubos cónicos para centrifuga Falcon ™ de 50 ml estériles, teniendo la debida precaución 

de que el tubo no roce con el pezón para evitar contaminación de la muestra. Los tubos 

fueron debidamente identificados y conservados a 4° C para su transporte al Laboratorio de 

Microbiología Veterinaria del Departamento de Microbiología e Inmunología de la FMVZ- 

UNAM. Para la identificación de las muestras se consideró la fecha y hora de obtención de 

la muestra, el número del arete de SINIIGA y/o del arete interno de la UPP que le 

corresponde a cada bovino incluido en el estudio y la glándula mamaria a la que 

corresponde la muestra (siendo CAD el cuarto anterior derecho, CAI cuarto anterior 

izquierdo, CPD cuarto posterior derecho y CPI cuarto posterior izquierdo). Las muestras 

fueron procesadas el mismo día de su recolección y se preservó la leche en temperatura de 
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congelación (-20º C) durante el tiempo que llevó la realización del diagnóstico 

bacteriológico. Una vez que se concluyó con la identificación del agente etiológico de los 

casos de mastitis y su preservación en leche descremada con glicerol al 10%, las muestras 

de leche fueron inactivadas con hipoclorito de sodio al 1% para su posterior desecho.  

Identificación bacteriológica por género y especie  

En el Laboratorio de Microbiología Veterinaria del Departamento de Microbiología e 

Inmunología de la FMVZ-UNAM, se realizó la identificación de las cepas de 

Staphylococcus spp que se encontraron en las muestras obtenidas de los casos de mastitis 

crónica previamente seleccionados a través de la realización de un primo aislamiento 

cuantitativo en Agar Sangre para identificar las características morfológicas macroscópicas 

propias del género de interés y realizar el conteo de las Unidades Formadoras de Colonias 

(UFC) por cada 20 μl inoculados en el agar, tinción Gram para identificar las características 

morfológicas microscópicas de los microorganismos contenidos en la muestra y aislados 

del primo aislamiento, prueba de Catalasa para la identificación de las cepas pertenecientes 

al género Staphylococcus, prueba coagulasa y factor de agregación celular para diferenciar 

las cepas de Staphylococcus spp coagulasa positivas de las coagulasa negativas y como 

parte de la diferenciación entre las cepas de S. aureus con el resto de las especies coagulasa 

positivas del género se realizó un aislamiento cuantitativo en Agar Manitol y Sal como 

cultivo selectivo y diferencial de la especie, así como un cultivo puro en agar Manitol 

Anaerobio y agar P (Aguilar y col., 2014). 

En aquellas colonias bacterianas que se desarrollaron en el primocultivo en Agar Sangre, 

cuya morfología macroscópica no era concordante con el género Staphylococcus spp, se 

realizó tinción Gram para verificar si el tipo de morfología microscópica era semejante a la 

presentada por el género Streptococcus spp, posteriormente se realizó la prueba de catalasa 

y sembraron las colonias en Agar CAMP-Esculina con el fin de determinar si las colonias 

clasificadas dentro de este género pertenecían a S. agalactiae, S. dysgalactiae o S. uberis 

(Aguilar y col., 2014). 
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Determinación fenotípica cualitativa de las cepas productoras de 

biopelícula. 

Con el apoyo del Área de Preparación de Medios y Cultivos del Departamento de 

Microbiología e Inmunología de la FMVZ-UNAM, se elaboró el medio de cultivo para la 

prueba de Agar Rojo Congo modificado con base en la fórmula propuesta por Mariana y 

col. (2009), en la cual por cada litro del medio preparado se emplearon 40 g de base de agar 

sangre (BD Bioxon ®, México), 0.4 g del colorante Rojo Congo (Sigma de México ®) y 10 

g de glucosa (DIBICO ®), esto con el fin de determinar la capacidad de las cepas aisladas 

de Staphylococcus spp de producir biopelícula que afectan a los animales considerados en 

el estudio.  

Se realizó la activación de las cepas obtenidas a partir de las muestras de leche a través de 

un cultivo puro en Agar Sangre, incubando a 37° C por 24 h. Con un asa microbiológica 

previamente esterilizada se obtuvo una colonia de cada cepa de interés y se inoculó en el 

Agar Rojo Congo modificado empleando la técnica de estriado continuo. El medio de 

cultivo se incubó a 37° C por 24 h, una vez transcurrido este tiempo, se sacó de la 

incubadora y se dejó durante 24 h más a temperatura ambiente para posteriormente realizar 

la lectura de la prueba. 

La clasificación de las cepas a través de esta técnica se determinó de la siguiente forma: las 

cepas que formaron colonias negras en su totalidad se consideraron como productoras de 

biopelícula, mientras que las cepas que formaron colonias rojas brillantes en su totalidad se 

consideraron como no productoras de biopelícula (Véase Figura 2). 
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Figura 2. Representación de la detección de biopelícula en Agar Rojo Congo 

modificado por Mariana y col. (2009). La cepa 1 corresponde a S. aureus no productor de 

biopelícula (colonias color rojo brillante), la cepa 2 corresponde a S. aureus Cowan productora de biopelícula 

como control (+) de la prueba (colonias color negro opaco), la cepa 3 corresponde a E. coli no productora de 

biopelícula como control (-) de la prueba (colonias color gris mucoides). 

 

Determinación fenotípica cuantitativa de las cepas productoras de 

biopelícula. 

Haciendo uso de la capacidad que tienen las cepas de Staphylococcus spp productoras de 

biopelícula para adherirse a superficies inertes, se realizó la técnica de micro titulación de 

la producción de biopelícula en una placa de cultivo de tejido de fondo plano con 96 

pocillos (Greiner Bio - One, Alemania), con base en lo descrito por Peña y Uffo (2013). 

Se realizó la activación de las cepas obtenidas de las muestras de leche que se procesaron a 

través de un cultivo puro en Agar Sangre (BD Bioxon ®, México), incubando el cultivo a 

37° C por 24 h. 

Se inoculó una colonia de la cepa de interés en 3 ml de caldo de Soya Tripticaseína (BD 

Bioxon ®, México) con 1% de glucosa (TSB glucosado), se mezcló vigorosamente y se 

incubó por 24 h a 37º C.  

Cepa 1 

Cepa 2 

Cepa 3 
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Posteriormente se realizó una dilución 1:40 en tres tubos que contenían 1 ml de medio 

fresco de TSB glucosado cada uno y se mezclaron bien por agitación. De cada tubo de 

dilución 1:40 de TSB glucosado inoculado con las cepas de interés, se tomaron tres 

alícuotas de 200 μl de la suspensión del aislado y se inocularon individualmente en la placa. 

En cada placa se incluyeron además de las cepas de interés, tres pocillos con TSB 

glucosado sin inocular como control positivo del pocillo, se dejaron tres pocillos vacíos 

como control negativo del pocillo, se inocularon tres pocillos con la cepa S. aureus Cowan 

como control positivo de cepa productora de biopelícula y tres pocillos con la cepa de E. 

coli como control negativo a producción de biopelícula. Las placas se incubaron a 37º C 

por 24 h. 

Después de la incubación de las placas se removió el contenido de los pocillos por 

decantación y se enjuagaron tres veces con Solución Buffer de Fosfatos (PBS). Las placas 

se dejaron secar en posición invertida a temperatura ambiente. Con el fin de fijar las 

bacterias adheridas al fondo de los pocillos, se incubaron las placas a 65° C por una hora. 

Posteriormente, las placas se tiñeron empleando 160 μl de solución Cristal Violeta al 0.5% 

en cada pocillo. Se dejó actuar el colorante durante 15 min y se enjuagaron las placas con 

agua destilada hasta eliminar todo el exceso de colorante. Para decolorar el fondo de los 

pocillos se añadieron 160 μl de una solución de metanol al 10% y ácido acético al 7.5%, se 

dejó actuar por 1 min y se enjuagaron las placas con agua destilada hasta eliminar todo el 

exceso y se dejaron secar.  

Se midió la densidad óptica (DO) a 620 nm, ya que el valor de la DO se considera 

proporcional a la formación de biopelícula en la placa por parte de las cepas que se 

inocularon en ella. Se consideró una escala de 0.00 a 1.00 para la producción de biopelícula 

y su relación con la DO obtenida. Se definió un Valor de Corte Inicial por DO (DOIc) para 

identificar a las cepas no productoras de biopelícula, considerando el valor de la media del 

blanco más tres desviaciones estándar por encima de la misma. Para poder definir cuáles 

cepas bacterianas son altas, medias o bajas productoras de biopelícula se establecieron dos 

puntos de corte de la siguiente manera: primero se definió el intervalo de Densidad Óptica 

de Producción de Biopelícula (DOpb), restando el DOIc al valor más alto de la escala que 
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se está empleando (1.00). Después se dividió la DOpb entre 3 para calcular el Valor de cada 

Punto de Corte (DOvpc). El primer punto de corte se calculó sumando el DOIc más el 

DOvpc, mientras que el segundo punto de corte se calculó sumando el DOIc más el doble 

del DOvpc. Las cepas se clasificaron con base en el siguiente criterio (Véase Figura 3 y 4):  

 No productoras de biopelícula (DO ≤ DOIc). 

 Bajas productoras de biopelícula (DOIc < DO ≤ Primer punto de corte).  

 Medias productoras de biopelícula (Primer punto de corte < DO ≤ Segundo punto 

de corte).  

 Altas productoras de biopelícula (Segundo punto de corte < DO). 

 

Figura 3. Escala de producción de biopelícula propuesta para la clasificación de las 

cepas de Staphylococcus spp obtenidas de los casos de mastitis crónicas de Chipilo, 

Puebla. DO: densidad óptica. DOIc: valor de corte inicial por DO = µ del control negativo de pocillo + 

3(DESV.EST. de la µ del control negativo de pocillo). DOpb: DO de prod. de biopelícula. DOvpc: DOpb/3. 

Primer punto de corte: DOIc + DOvpc. Segundo punto de corte: DOIc + 2(DOvpc). 
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Figura 4. Microplaca de poliestireno de 96 pocillos empleada para la técnica de micro 

titulación de producción de biopelícula. A: control positivo de cepa (S. aureus Cowan). B: control 
negativo de cepa (Escherichia coli). C: cepa S. aureus alta productora de biopelícula. D: cepa S. coagulasa (-) 

no productora de biopelícula. E: control positivo del pocillo (inoculado con TSB glucosado). F: control 

negativo del pocillo (sin inocular). 

 

Extracción y purificación de DNA 

Se colocaron varias colonias bacterianas de la cepa a analizar en 1 ml de buffer de Tris-

EDTA (TE), se mezcló la solución hasta su disolución. Para inactivar a las bacterias se 

puso el tubo en baño María a 80° C por 20 min y posteriormente se dejó enfriar a 

temperatura ambiente. La solución se centrifugó por 5 min a 10 000 rpm y después se 

desechó el sobrenadante por decantación. 

Se agregaron 400 µl de solución buffer TE y se resuspendió el sedimento formado 

previamente. Posteriormente, se adicionaron 50 µl de lisozima (10 mg/ml) y se incubó 1 

hora a 37°C, después se agregaron 75 µl de SDS al 10% y 50 µl de proteinasa K (1 mg/ml), 

se mezcló ligeramente y se incubó por 20 min a 65° C, a la par del inicio del 

precalentamiento de la solución CTAB a 65°C para disolver previo a su uso. 

F E 

A                              B 

C 

D 
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Se añadieron 100 µl de NaCl 5M y se mezclaron suavemente, después se añadieron 100 µl 

de la solución CTAB/NaCl precalentada, se pasó por el vórtex hasta que la solución tomó 

un color blanco y se incubó a 65 °C por 10 min. 

Se añadieron 750 µl de cloroformo: alcohol isoamílico (24:1), se mezcló por inversión y 

luego se centrifugó por 5 minutos a 12 000 rpm a temperatura ambiente. Al terminar, se 

transfirió la fase acuosa (superior) a un tubo nuevo con pipeta de 200 µl y se repitió la 

extracción con 1 ml de cloroformo: alcohol isoamílico (24:1). 

Se volvió a transferir la fase acuosa (superior) a un tubo nuevo y se le añadieron 0.7 

volúmenes de isopropanol para precipitar los ácidos nucleicos. Se mezcló suavemente por 

inversión y se colocó por 30 min a -20°C. 

Se centrifugó la mezcla a 10 000 rpm por 15 min a temperatura ambiente. Al terminar, se 

desechó el sobrenadante y se agregó 1 ml de etanol al 70% frío mezclando manualmente 

por inversión. 

Se centrifugó la mezcla por 5 min a 10 000 rpm a temperatura ambiente y se desechó el 

sobrenadante secando bien el tubo, para después disolver la pastilla en 30 µl de agua libre 

de DNAsas. 

Se realizó la cuantificación del DNA extraído y la valoración de su pureza con el empleo 

del espectrofotómetro NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific ®), en un rango de lectura 

de 260 - 280 nm y se preservó a temperatura de congelación (-20° C) para su uso posterior 

en la identificación de los genes de interés a través de la PCR. 

Técnica de PCR 

Una vez conocidas las concentraciones de DNA de las muestras, todas se estandarizaron a 

40 ng/μl y se realizó la PCR múltiplex para la detección de genes icaA e icaD. Los 

iniciadores que se utilizaron fueron diseñados a través del Primer - BLAST del NCBI y se 

encuentran descritos en el Cuadro 4. 
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Cuadro 4. Secuencias de iniciadores para los genes icaA e icaD de Staphylococcus 

aureus productor de biopelícula 

Gen Tamaño del amplicón Secuencia de los iniciadores 

ica A 321 pares de bases F - TTA GCA CAA TGA AAA CGA AAA GGT. 

R - CGA CAA GAA CTA CTG CTG CGT. 

ica D 78 pares de bases F - AGC CCA GAC AGA GGG AAT AC 

R - ACG ATA TAG CGA TAA GTG CTG TTT. 

 

Las condiciones de la PCR fueron: activación a 95° C por 2 min, desnaturalización a 95° C 

por 45 segundos, alineación a 62° C por 30 segundos, amplificación a 72° C por 45 

segundos (25 ciclos) y una extensión final de 72° C por 2 minutos. Posteriormente se 

comprobó el tamaño de los amplicones por electroforesis en un gel de agarosa al 2% 

(teñido con Diamond
TM

 PROMEGA). La electroforesis se corrió a 80 volts por 45 min, 

para posteriormente colocar el gel en un transiluminador y observar los amplicones 

obtenidos de la PCR. 

Microorganismo 

Para la valoración in vitro del efecto del preparado Enro - C/DMSO/chitosán en el presente 

estudio, se descongeló del cepario del laboratorio un tubo que contiene preservada en leche 

descremada la cepa de S. aureus clasificada por sus características fenotípicas y genotípicas 

como alta productora de biopelícula. Esta bacteria fue aislada de una de las muestras 

clínicas obtenidas de uno de los casos de mastitis bovina crónica de Chipilo, Puebla, la cual 

se identificó con el número 10. La bacteria se sembró sobre una placa de Agar Sangre 

incubada a 37 ° C por 24 h para su posterior procesamiento.  
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Evaluación in vitro del efecto antibacteriano y de inhibición de la 

formación de biopelícula del preparado Enro-C/DMSO/chitosan sobre 

Staphylococcus aureus productor de biopelícula 

La bacteria previamente activada en agar sangre y cultivada 16 h en caldo TSB glucosado 

se utilizó para estandarizar un inóculo bacteriano con una concentración del 0.5 del 

nefelómetro de MacFarland. Se empleó una placa de poliestireno con 96 pocillos. Se 

colocaron 200 µl del inóculo en cada pocillo en presencia del preparado de Enro-

C/DMSO/chitosán utilizando dos concentraciones diferentes (concentración baja y media) 

del producto basados en su contenido de Enro-C (Véase Cuadro 5) y como control de la 

prueba se utilizó el inóculo de bacterias sin adición del preparado para evidenciar la 

formación de la biopelícula al fondo del pocillo. Para cada concentración se emplearon dos 

pocillos en los cuales se evaluó el efecto del preparado sobre la inhibición de la biopelícula 

y su actividad microbiana sobre bacterias planctónicas, dos pocillos para evaluar el efecto 

del preparado sobre la inhibición de la biopelícula y su actividad microbiana sobre bacterias 

contenidas en el interior de la biopelícula formada al fondo del pocillo y dos pocillos más 

sin preparado como control para observar la formación de biopelícula (Véase Figura 5). La 

placa se incubó a 37 °C por 24 h. Posterior a la incubación, se realizó la siembra en agar 

TSA para el conteo de unidades formadoras de colonias (UFC) presentes en los pocillos 

inoculados. Previo a la siembra de los agares, en los pocillos destinados a la valoración 

antimicrobiana del preparado sobre las bacterias presentes al interior de la biopelícula se les 

realizó un raspado con empleo de un cepillo interdental (Oral-B Expert Interdental Mini ®) 

con la finalidad de deshacer la biopelícula que pudiera estar presente al fondo del pocillo y 

liberar en el sobrenadante a las bacterias contenidas en la matriz. Posteriormente, se 

realizaron diluciones decuples a partir del sobrenadante obtenido de los pocillos inoculados, 

considerando que las diluciones fueron realizadas desde 10
-1

 hasta 10
-7

 (Véase Figura 6). 

Después, las diluciones 10
-4

, 10
-5

 y 10
-6

 de cada uno de los pocillos se inocularon por 

duplicado en agar TSA tomando 10 μl de cada pocillo para la cuenta de UFC en gota. Los 

agares se incubaron a 37º C por 24 h y al término de la incubación se realizó el conteo del 

número de UFC que creció en la gota inoculada. La determinación de la formación de 
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biopelícula en los pozos se realizó como se describió previamente (Véase la sección 

Determinación fenotípica cuantitativa de las cepas productoras de biopelícula). El ensayo 

completo se realizó por triplicado. 

Evaluación in vitro del efecto antibacteriano y de degradación de la 

biopelícula madura del preparado Enro-C/DMSO/chitosan sobre 

Staphylococcus aureus productor de biopelícula  

La activación de la bacteria a emplear y la preparación del inóculo se realizó como se 

describió para el ensayo anterior. Se agregaron 200 µl del inóculo bacteriano sin preparado 

en el mismo número de pocillos contemplados para la prueba de inhibición, considerando 

también los pocillos necesarios para el conteo de bacterias planctónicas, contenidas en el 

interior de la biopelícula y el control de la prueba (Véase Figura 5) y se incubó a 37   C por 

24 h. Después de la incubación, se agregó el preparado a la microplaca utilizando las dos 

concentraciones empleadas en la evaluación de la inhibición de síntesis de biopelícula 

(Véase Cuadro 5), mientras que en los pocillos control solo se agregó TSB glucosado y se 

volvieron a incubar las placas a 37  C durante otras 24 h (una vez el tratamiento por día). 

Se realizó el ensayo en dos placas, una se empleó para cuantificar el efecto de un día del 

preparado aplicado en los pocillos sobre la biopelícula y la segunda para cuantificar el 

efecto de tres días del preparado aplicado. Para el ensayo de un día se repitió el 

procedimiento del conteo de UFC descrito en la prueba de inhibición de síntesis de 

biopelícula (Véase Figura 6), mientras que para el ensayo de tres días se retiró diariamente 

el sobrenadante y se aplicó de nuevo TSB glucosado más el preparado a la concentración 

correspondiente en cada pocillo. Además, adicionalmente se emplearon tres suspensiones 

con diferentes concentraciones de los componentes del preparado intramamario 

(concentración baja, media y alta) (Véase Cuadro 5). Al finalizar los procedimientos 

correspondientes a cada placa se realizó la determinación de la formación de biopelícula en 

las placas como se describió previamente (Véase la sección Determinación fenotípica 

cuantitativa de las cepas productoras de biopelícula). 
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Cuadro 5. Componentes de las suspensiones empleadas para la evaluación in vitro 

del efecto antibacteriano del preparado Enro-C/DMSO/chitosán sobre 

Staphylococcus aureus productor de biopelícula 

Suspensión Componente Concentración  

Preparado de 

baja 

concentración 

Enro-C 10 µg 

DMSO 0.00017 µl 

Chitosán 1.67 µg 

Preparado de 

media 

concentración 

Enro-C 50 µg 

DMSO 0.00083 µl 

Chitosán 8.33 µg 

Preparado de 

alta 

concentración 

Enro-C 100 µg 

DMSO 0.0017 µl 

Chitosán 16.67µg 

 

 

Figura 5. Esquema del empleo de la microplaca de poliestireno de 96 pocillos en los 

ensayos de efecto antibacteriano del preparado Enro-C/DMSO/chitosán sobre 

Staphylococcus aureus productor de biopelícula  
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Figura 6. Esquema del empleo de la microplaca de poliestireno de 96 pocillos en las 

diluciones decuples realizadas para el conteo de UFC en los ensayos del efecto 

antibacteriano del preparado Enro-C/DMSO/chitosán sobre Staphylococcus aureus 

productor de biopelícula. 

 

Evaluación in vivo del efecto antibacteriano del preparado Enro-

C/DMSO/chitosán sobre Staphylococcus aureus productor de biopelícula  

Para la fase clínica del presente estudio, al total de animales seleccionados en Chipilo, 

Puebla les fueron asignados los tratamientos de manera aleatoria, habiéndose asignado 

números corridos y respetando lo más posible los bloques de características de la 

biopelícula (https://www.calculator.net/random-number-generator.html). Durante el tiempo 

de tratamiento se realizó la evaluación clínica diaria de la conformación de la ubre, se 

revisaron las características organolépticas de la leche y se realizaron pruebas de California, 

así como evaluaciones para determinar si los casos se agravaron o tendían a mejorar. Para 

determinar la eficacia clínica se consideraron los criterios: leche sin alteraciones 

organolépticas, glándula sin dolor e inflamación, prueba de California con calificación cero 

(sin datos de inflamación) y Conteo de Células Somáticas con valores aceptables < 200,000 

CS/mL (Bedolla y col., 2007; Pampariene y col., 2016). La eficacia bacteriológica se 

evaluó repitiendo las técnicas de aislamiento e identificación del agente causal, para 

verificar la ausencia del patógeno o en su defecto la disminución del número de UFC / ml 

https://www.calculator.net/random-number-generator.html
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de leche obtenida como muestra (Viveros y col., 2017). Por cuestiones propias del manejo 

zootécnico de los establos, se realizó la valoración final de la eficacia clínica y 

bacteriológica del tratamiento 10 días después de la primera aplicación del preparado.  

Análisis estadístico 

El análisis estadístico se realizó con el paquete IBM ® SPSS ® Statistics Versión 25 

Edición de 64 bits, 2017.  

Para la evaluación in vitro de la eficacia del preparado Enro-C/DMSO/chitosán sobre S. 

aureus productor de biopelícula se realizaron todos los experimentos por triplicado. Para 

cada experimento se calcularon los valores extremos no atípicos, percentiles 25 y 75 y la 

mediana.  

En la evaluación de la actividad microbiana en los ensayos para inhibición de formación de 

biopelícula y degradación de biopelícula madura de 1 día se empleó como variable de 

respuesta el número de UFC/ml obtenido de cada grupo. Para la capacidad de inhibición de 

formación de biopelícula y de degradación de la biopelícula madura de 1 y 3 días se empleó 

como variable de respuesta la cantidad de biopelícula que se produjo en cada grupo. Se 

determinó mediante la prueba Kruskal-Wallis para muestras independientes la significancia 

estadística para la evaluación de la actividad microbiana en inhibición y degradación de 

biopelícula, así como para la capacidad de inhibición de formación de biopelícula con una p 

˂ 0.05 para considerar que existen diferencias significativas. La significancia estadística 

para la capacidad de degradación de biopelícula madura de 1 y 3 días se determinó 

mediante la prueba de comparaciones múltiples con el método de Tukey con una p ˂ 0.05 

para considerar que existen diferencias significativas entre los grupos.  

Para la evaluación in vivo de la eficacia del preparado Enro-C/DMSO/chitosán en casos de 

mastitis bovina crónica provocados por S. aureus productor de biopelícula se consideró 

como unidad experimental a los 15 bovinos del establo de Chipilo, Puebla, considerando 

como unidad de observación las glándulas mamarias funcionales que presentaron 

inflamación crónica con base en los criterios de inclusión establecidos. Los casos 
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procesados se dividieron de forma aleatoria en dos grupos de acuerdo con el fármaco 

aplicado. Para el grupo tratado con Enro-C/DMSO/chitosán se incluyeron 20 glándulas 

mamarias y para el grupo tratado con Enro-C/DMSO se incluyeron 24 glándulas mamarias. 

Considerando los datos recabados y que se tienen dos variables dicotómicas de respuesta, el 

estado clínico final de la glándula (eficacia clínica con dos valores 1 = cura clínica y 0 = 

falla clínica) y la eficacia bacteriológica de la muestra de leche obtenida (con dos valores 1 

= cura bacteriológica y 0 = falla bacteriológica) primero se realizó un análisis de 

concordancia empleando el coeficiente de contingencia para verificar si en la respuesta del 

tratamiento en el conjunto de datos total y entre cada uno de los preparados empleados 

concuerdan la cura clínica con la cura bacteriológica, así como la falla clínica con la falla 

bacteriológica.  

Para determinar la eficacia clínica y bacteriológica de los casos tratados entre ambos 

preparados administrados se consideraron como variables el preparado intramamario 

administrado, la eficacia clínica y la eficacia bacteriológica obtenida en cada grupo, por lo 

que para establecer la significancia estadística de los resultados se empleó una χ
2
 de 

Pearson y en aquellos grupos donde n ˂ 5 se consideró la razón de verosimilitud, con una p 

˂ 0.05 para considerar que existen diferencias significativas entre los grupos.  

Respecto a la valoración del efecto del fármaco sobre el agente etiológico causal de la 

mastitis con base en su capacidad de producción de biopelícula, se consideraron como 

variables el preparado intramamario administrado, la clasificación de la cepa aislada con 

base en su capacidad de producir biopelícula y la eficacia bacteriológica registrada por lo 

que para establecer la significancia estadística de los resultados se empleó una χ2 de 

Pearson y en aquellos grupos donde n ˂ 5 se consideró la razón de verosimilitud, con una p 

˂ 0.05 para considerar que existen diferencias significativas entre los grupos. 
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RESULTADOS 

Evaluación clínica de la ubre y prueba de California para mastitis 

Dentro de la evaluación clínica que se realizó a los bovinos incluidos en el estudio, se 

consideró un examen físico general y la evaluación de la conformación e integridad de la 

ubre, así como la valoración de las características organolépticas de la leche obtenida de 

cada cuarto, los resultados de dicha evaluación clínica se observan en el Cuadro 6. 

Cuadro 6. Evaluación clínica de la ubre y prueba de California en los bovinos con 

mastitis crónica en Chipilo, Puebla. 

Nº 

vaca 

Descripción clínica 

 

Prueba de California 

CAI* CAD* CPI* CPD* 

381 Temperatura corporal de 37.9 º C, 29 rpm, 45 

lpm, TLLC 2 seg y 2 movimientos ruminales 

cada 2 minutos. Ubre firme, secreción amarilla 

sin cambios organolépticos aparentes en CAI, 

CPI y CPD, presencia de tolondrones en la 

leche obtenida del CAD y mastitis sin dolor. 

Traza Traza Traza 1 

337 Temperatura corporal de 37.8 ºC, 22 rpm, 50 

lpm, TLLC 2 seg y 2 movimientos ruminales 

cada 2 minutos. Ubre endurecida, secreción 

amarillenta con tolondrones pequeños en la 

leche obtenida de todos los cuartos y mastitis 

con dolor. 

2 2 2 2 

76 Temperatura corporal de 37 ºC, 25 rpm, 53 lpm, 

TLLC 2 seg y 3 movimientos ruminales cada 2 

minutos. Ubre firme, secreción mamaria 

hemorrágica obtenida de todos los cuartos y 

mastitis sin dolor. 

3 Ciego 3 3 

216 Temperatura corporal de 37.9 ºC, 32 rpm, 52 

lpm, TLLC 2 seg y 2 movimientos ruminales 

cada 2 minutos. Ubre endurecida, secreción 

amarilla sin cambios organolépticos aparentes 

en todos los cuartos y mastitis con dolor. 

Traza Traza Traza Traza 
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16 Temperatura corporal de 38.6 ºC, 37 rpm, 51 

lpm, TLLC 2 seg y 3 movimientos ruminales 

cada 2 minutos. Ubre endurecida, secreción 

mamaria con tolondrones medianos en CAI, 

CAD y CPD, secreción amarilla sin tolondrones 

en CPI. 

3 3 2 3 

364 Temperatura corporal de 38.7 ºC, 32 rpm, 69 

lpm, TLLC 2 seg y 3 movimientos ruminales 

cada 2 minutos. Ubre endurecida, secreción 

mamaria hemorrágica en todos los cuartos con 

mastitis sin dolor. 

3 3 3 3 

277 Temperatura corporal de 38.2 ºC, 30 rpm, 55 

lpm, TLLC 2 seg y 2 movimientos ruminales 

cada 2 minutos. Ubre firme, secreción mamaria 

sin cambios organolépticos aparentes en todos 

los cuartos funcionales, mastitis con dolor. 

1 Ciego Traza Traza 

352 Temperatura corporal de 37.9 ºC, 36 rpm, 61 

lpm, TLLC 2 seg y 2 movimientos ruminales 

cada 2 minutos. Ubre endurecida, secreción 

mamaria con presencia de tolondrones y 

mastitis con dolor 

2 3 2 2 

175 Temperatura corporal de 39 ºC, 29 rpm, 62 lpm, 

TLLC 2 seg y 4 movimientos ruminales cada 2 

minutos. Ubre endurecida, secreción purulenta 

en CAD, CPI y CPD y mastitis sin dolor. 

Negativo 1 Traza 2 

531 Temperatura corporal de 38.3 º C, constantes 

fisiológicas normales.  Ubre endurecida, la 

leche del CAI y CPD se observó blanca con 

pequeños tolondrones amarillos. La leche del 

CAD y CPI se observó sin cambios 

organolépticos aparentes.  

3 N N 3 

135 Temperatura corporal de 38.6 º C, constantes 

fisiológicas normales. Los cuartos izquierdos 

presentaron una consistencia normal a la 

palpación y la leche obtenida de ellos no 

presentó cambios organolépticos perceptibles, 

mientras que los cuartos derechos se palparon 

endurecidos con secreción blanca presentó 

coágulos grandes color amarillo. 

N 3 N 3 
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75 Temperatura corporal de 38.9 º C, constantes 

fisiológicas normales. Todos los cuartos se 

palparon endurecidos y presentaron leche color 

amarilla. 

2 T 1 3 

15 Temperatura corporal de 38.0 º C, constantes 

fisiológicas normales. Los cuartos CAI, CAD y 

CPI se palparon endurecidos y presentaron 

leche blanca con suero y tolondrones grandes. 

El CPD presentó a la palpación consistencia 

normal y las características organolépticas de la 

leche no cambiaron. 

3 3 3 N 

48 Temperatura corporal de 38.1   C, constantes 

fisiológicas normales. Los CAI, CAD y CPD 

presentaron a la palpación consistencia normal y 

las características organolépticas de la leche no 

cambiaron. Solo el CPI se palpó endurecido y la 

leche obtenida era blanca con tolondrones 

pequeños amarillos. 

N N 3 N 

478 Temperatura corporal de 38.3   C, constantes 

fisiológicas normales. Los CAI, CPI y CPD se 

palparon endurecidos con leche blanca con 

tolondrones pequeños amarillos. El CAD 

presentó una consistencia normal a la palpación 

y no presentó cambios organolépticos en la 

leche. 

3 N 2 3 

*CAI: cuarto anterior izquierdo. CAD: cuarto anterior derecho. CPI: cuarto posterior izquierdo. CPD: cuarto 

posterior derecho. 

 

De los 15 bovinos lecheros que cumplieron con los criterios de inclusión establecidos para 

caracterizar el proceso inflamatorio como crónico, 13 presentaron todos los cuartos 

funcionales y 2 presentaron 1 cuarto ciego. Se evaluaron todos los cuartos mamarios 

funcionales (58 en total) a través de la prueba de California, con la cual se estableció que 

15% (9/58) se clasificaron como Negativo, 21% (12/58) se clasificaron como Trazas, 7% 

(4/58) se clasificaron como Grado 1, 19% (11/58) se clasificaron como Grado 2 y 38% 

(22/58) se clasificaron como Grado 3 (Véase Figura 7).  
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Figura 7. Distribución de los cuartos mamarios evaluados con base en la estimación 

del conteo de células somáticas a través de la prueba de California para mastitis en 

Chipilo, Puebla. 

 

Identificación bacteriológica por género y especie  

Con base en los resultados de las pruebas realizadas a las 49 muestras procesadas, 57% 

(28/49) pertenecen al género Staphylococcus spp, 25% (12/49) pertenecen al género 

Streptococcus spp, 8% de las muestras (4/49) presentaron una infección mixta 

(Staphylococcus spp coagulasa (-) con S. agalactiae) y el 10% de las muestras procesadas 

(5/49) no mostraron crecimiento bacteriano (Véase Figura 8).  
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Figura 8. Distribución de las etiologías de los casos clínicos de vacas con mastitis 

crónica en Chipilo, Puebla. 

 

De las 28 muestras en las que se identificaron bacterias del género Staphylococcus spp, 

50% (14/28) fueron positivas a S. aureus, 46% (13/28) corresponden a Staphylococcus spp 

coagulasa (-) y solo el 4% (1/28) se identificó S. pseudointermedius (Véase Figura 9), 

mientras que de las 12 muestras en las que se identificaron bacterias del género 

Streptococcus spp, 66% (8/12) fueron positivas a S. uberis y 33% (4/12) corresponden a S. 

agalactiae (Véase Figura 10). 
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Figura 9. Distribución de bacterias del género Staphylococcus spp de los casos clínicos 

de vacas con mastitis crónica en Chipilo, Puebla. 

 

Figura 10. Distribución de bacterias del género Streptococcus spp de los casos clínicos 

de vacas con mastitis crónica en Chipilo, Puebla. 
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Determinación fenotípica cualitativa de las cepas productoras de 

biopelícula. 

De acuerdo con lo obtenido en esta prueba, el 100% (14/14) de las cepas positivas a S. 

aureus se clasificaron como productoras de biopelícula, mientras que de las 13 muestras 

que pertenecen a Staphylococcus spp coagulasa (-), el 77% (10/13) se clasificaron como 

productoras de biopelícula y el 23% (3/13) como no productoras de biopelícula, de igual 

forma la cepa que se identificó como S. pseudointermedius se clasificó como no productora 

(Véase Figura 11). Por otro lado, de las 8 cepas que se identificaron como S. uberis, el 

37.5% (3/8) se clasificaron como productoras de biopelícula y el 62.5% (5/8) como no 

productoras de biopelícula, mientras que el 100% (4/4) de las cepas identificadas como S. 

agalactiae fueron productoras de biopelícula (Véase Figura 11). 

 

Figura 11. Clasificación de cepas productoras y no productoras de biopelícula con 

base en resultados obtenidos del Agar Rojo Congo modificado, en aislamientos de 

casos de mastitis crónica en bovinos lecheros de Chipilo, Puebla. 
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Determinación fenotípica cuantitativa de las cepas productoras de 

biopelícula. 

La técnica de formación de biopelícula en placa modificada se realizó sólo en las cepas del 

género Staphylococcus spp. De las 14 muestras positivas a S. aureus el 7.14% (1/14) se 

consideró como no productora, 50% (7/14) se consideraron como bajas productoras, 

21.42% (3/14) como moderadas productoras y 21.42% (3/14) como altas productoras; 

mientras que de las 11 muestras positivas a Staphylococcus spp coagulasa (-) el 63.63% 

(7/13) se consideraron como no productoras, 18.18% (2/13) como bajas productoras, 9.09% 

(2/13) como moderada productora y 9.09% (2/13) como alta productora, mientras que la 

cepa clasificada como S. pseudointermedius se consideró como no productora de 

biopelícula (Véase Figura 12). 

 

Figura 12. Cepas del género Staphylococcus spp clasificadas como altas, moderadas, 

bajas y no productoras de biopelícula con base en la prueba cuantitativa de micro 

titulación de biopelícula en placa modificada. 
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Identificación genotípica de las cepas productoras de biopelícula. 

La determinación de los genes icaA e icaD que intervienen en la producción de biopelícula 

se realizó para las cepas del género Staphylococcus spp provenientes de los casos de 

mastitis crónica en bovinos de Chipilo, Puebla a través de la realización de PCR multiplex 

y posteriormente una electroforesis en gel de agarosa al 2%. En la Figura 13 se observa un 

gel de agarosa con los resultados obtenidos de una cepa de S. aureus con ambos genes, una 

cepa de Staphylococcus aureus sin ambos genes, Staphylococcus spp coagulasa (-) con 

ambos genes, una cepa de Staphylococcus spp coagulasa (-) sin ambos genes y como 

controles de la prueba se anexan la cepa S. aureus Cowan como control (+) a la presencia 

de los dos genes, Escherichia coli como control (-) a la presencia de ambos genes y el 

producto de una PCR sin DNA como control negativo de reacción.  

 

Figura 13. Detección por PCR multiplex en gel de agarosa al 2% de genes bacterianos 

icaA (321 pb) e icaD (78 pb) asociados a la producción de biopelícula de S. aureus 

aislados de leche de vaca con mastitis crónica. A: Marcador de Peso Molecular 100 pb; B: DNA 

de S. aureus: genes icaA e icaD; C: DNA de S. aureus: negativo; D: DNA de Staphylococcus spp coagulasa (-

): genes icaA e icaD; E: DNA de Staphylococcus spp coagulasa (-): negativo; F: DNA de E. coli: control 

negativo; G: DNA de S. aureus Cowan: control positivo genes icaA e icaD; H: sin DNA: control negativo.  

De acuerdo con lo obtenido en las PCR realizadas, de las 14 muestras positivas a S. aureus, 

el 86% (12/14) presentaron ambos genes mientras que el 14% restante (2/14) no los 

presentaron. Por el contrario, de las 13 muestras que pertenecen a Staphylococcus spp 

coagulasa (-), el 77% (10/13) no presentaron los genes y el 23% (3/13) presentó ambos 

genes. La cepa de S. pseudointermedius no presentó los genes (Véase Figura 14). 
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Figura 14. Cepas del género Staphylococcus spp obtenidas de Chipilo, Puebla, 

clasificadas con base en la presencia o ausencia de genes icaA e icaD para producción 

de biopelícula. 

 

Evaluación in vitro del efecto antibacteriano y de inhibición de la 

formación de biopelícula del preparado Enro-C/DMSO/chitosan sobre 

Staphylococcus aureus productor de biopelícula  

Al exponer el inóculo inicial de S. aureus productor de biopelícula a las dos 

concentraciones de la suspensión de Enro-C/DMSO/chitosán que se probaron en este 

trabajo, se observó una disminución en la cantidad de UFC/ml tanto en bacterias de vida 

libre (planctónicas) como en bacterias contenidas en la biopelícula. En el caso del efecto 

del preparado intramamario sobre las bacterias planctónicas se observaron diferencias 

significativas entre las UFC/ml de los grupos experimentales con el grupo control (p = 

0.016 para el efecto del fármaco de baja concentración y p = 0.0001 para el efecto del 

fármaco de media concentración). En el caso del efecto del preparado intramamario sobre 

las bacterias contenidas en la biopelícula se observaron diferencias significativas entre las 
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UFC/ml de los grupos experimentales y el porcentaje de UFC/ml obtenido del cultivo 

control al que no se le agregó el preparado es estadísticamente significativa (p = 0.016 para 

el efecto del fármaco de baja concentración y p = 0.0001 para el efecto del fármaco de 

media concentración). De igual forma, en ambos estilos de vida bacteriana se observó que 

existen diferencias significativas al comparar la cantidad de UFC/ml obtenidas en ambos 

grupos experimentales (p = 0.016 para ambos casos), demostrándose que cuando la 

biopelícula se encuentra en un estado de formación existe un efecto bactericida del 

preparado Enro-C/DMSO/chitosan sobre bacterias planctónicas y bacterias contenidas al 

interior de la biocapa, siendo mejor el efecto a una mayor concentración de los 

componentes de la suspensión del preparado intramamario (Véase Cuadro 7 y Figura 15).  

 Literales minúsculas diferentes indican diferencias significativas entre los grupos de bacterias planctónicas       

(p ˂ 0.05). Literales mayúsculas diferentes indican diferencias significativas entre los grupos de bacterias 

contenidas en la biopelícula (p ˂ 0.05). 

Cuadro 7. Actividad  antibacteriana del preparado intramamario Enro-

C/DMSO/chitosán observada en el ensayo de efecto de inhibición sobre la 

formación de biopelícula en microplacas de poliestireno de 96 pocillos  

(Medianas de las UFC/ml obtenidas en cada tratamiento). 

Dosis Bacterias planctónicas 
Bacterias contenidas en la 

biopelícula 

Sin fármaco 
 

 

1.8 x 10
8
     a 2.5  x 10

11
     A 

Fármaco con baja 

concentración 
4.1 x 10

5
     b 6.4  x 10

7
     B 

Fármaco con media 

concentración 
4  x 10

4
      c 2.5  x 10

6
     C 



 
38 

 

 

 

Figura 15. Actividad antibacteriana del preparado intramamario Enro-

C/DMSO/chitosán observada en el ensayo de efecto de inhibición sobre la formación 

de biopelícula en microplacas de poliestireno de 96 pocillos. Los resultados mostrados a través 
de los diagramas de caja representan los valores extremos no atípicos, percentiles 25 y 75 y la mediana de tres 

experimentos independientes. Literales minúsculas diferentes indican diferencias significativas entre los 

grupos de bacterias planctónicas (p ˂ 0.05). Literales mayúsculas diferentes indican diferencias significativas 

entre los grupos de bacterias contenidas en la biopelícula (p ˂ 0.05). 
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Como se muestra en la Figura 16, la reducción de la biopelícula que se logró en las dos 

concentraciones de la suspensión de Enro-C/DMSO/chitosán probadas en este trabajo fue 

estadísticamente significativa (p = 0.003 para el efecto inhibitorio del fármaco de baja 

concentración y p = 0.002 para el efecto inhibitorio del fármaco de media concentración), 

por lo que se puede inferir que la capacidad que tiene el preparado para inhibir el 

crecimiento bacteriano de S. aureus productor de biopelícula favorece la inhibición de la 

formación de biopelícula en el fondo de los pocillos. Al hacer la comparación entre ambos 

grupos experimentales se observan diferencias no significativas (p = 1.000). 

 

Figura 16. Efecto de inhibición del preparado intramamario Enro-C/DMSO/chitosán 

sobre la formación de biopelícula en microplacas de poliestireno de 96 pocillos. Los 
resultados mostrados a través del diagrama de caja representan los valores extremos no atípicos, percentiles 

25 y 75 y la mediana de tres experimentos independientes. Literales mayúsculas diferentes implican 

diferencias significativas entre los grupos (P ˂ 0.05). 
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Evaluación in vitro del efecto antibacteriano y de degradación de la 

biopelícula madura del preparado Enro-C/DMSO/chitosan sobre 

Staphylococcus aureus productor de biopelícula  

Al incubar el inóculo inicial de S. aureus productor de biopelícula a 37 º C por 24 h y 

posteriormente enfrentar los cultivos a ambas concentraciones de la suspensión de Enro-

C/DMSO/chitosán que se probaron en este trabajo por 24 h más a 37 º C (correspondiente a 

1 día de tratamiento), se observó una menor cantidad de UFC/ml tanto en bacterias de vida 

libre (planctónicas) como en bacterias contenidas en la biopelícula. En el caso del efecto 

del preparado intramamario sobre las bacterias planctónicas se observó que la diferencia 

entre las UFC/ml de los grupos experimentales y el porcentaje de UFC/ml obtenido del 

cultivo control al que no se le agregó el preparado es estadísticamente significativa (p = 

0.016 para el efecto del fármaco de baja concentración y p = 0.0001 para el efecto del 

fármaco de media concentración). En el caso del efecto del preparado intramamario sobre 

las bacterias contenidas en la biopelícula se observó que la diferencia entre las UFC/ml de 

los grupos experimentales y el porcentaje de UFC/ml obtenido del cultivo control al que no 

se le agregó el preparado es estadísticamente significativa (p = 0.0001 para ambos casos), 

por lo que se puede inferir que el preparado tienen un buen efecto antimicrobiano contra S. 

aureus productor de biopelícula de vida libre y contenido en la matriz de exopolisacáridos 

madura de 1 día de desarrollo. Al comparar ambos grupos experimentales se observó que 

para el estilo de vida planctónico existen diferencias significativas entre ambas 

concentraciones del fármaco empleadas (p = 0.016), sin embargo al comparar el efecto de 

los grupos experimentales en las bacterias contenidas en la biocapa no se encontraron 

diferencias estadísticamente significativas (p = 1.000), demostrándose que cuando la 

biopelícula se encuentra en un estado de formación existe un efecto bactericida del 

preparado Enro-C/DMSO/chitosan sobre bacterias planctónicas y bacterias contenidas al 

interior de la biocapa, aunque el efecto sobre bacterias dentro de la biocapa no mejora al 

aumentar la concentración de los componentes de la suspensión del preparado 

intramamario (Véase Cuadro 8 y Figura 17). 
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Literales minúsculas diferentes indican diferencias significativas entre los grupos de bacterias planctónicas       

(p ˂ 0.05). Literales mayúsculas diferentes indican diferencias significativas entre los grupos de bacterias 

contenidas en la biopelícula (p ˂ 0.05). 

 

Cuadro 8. Actividad  antibacteriana del preparado intramamario Enro-

C/DMSO/chitosán observada en el ensayo de efecto de degradación sobre la 

biopelícula madura en microplacas de poliestireno de 96 pocillos  

(Medianas de las UFC/ml obtenidas en cada tratamiento). 

Dosis Bacterias planctónicas 
Bacterias contenidas en la 

biopelícula 

Sin fármaco 
 

 

1.3 x 10
11

     a 1.8 x 10
12

     A 

Fármaco con baja 

concentración 
6.7  x 10

8
     b 1.8  x 10

9
     B 

Fármaco con media 

concentración 
5.4  x 10

6
     c 1.7  x 10

9
     B 
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Figura 17. Actividad antibacteriana del preparado intramamario Enro-

C/DMSO/chitosán observada en el ensayo de efecto de degradación de biopelícula 

madura en microplacas de poliestireno de 96 pocillos. Los resultados mostrados a través de los 
diagramas de caja representan los valores extremos no atípicos, percentiles 25 y 75 y la mediana de tres 

experimentos independientes. Literales minúsculas diferentes indican diferencias significativas entre los 

grupos de bacterias planctónicas (P ˂ 0.05). Literales mayúsculas diferentes indican diferencias significativas 

entre los grupos de bacterias contenidas en la biopelícula (P ˂ 0.05). 

 

Al observar la Figura 18 se puede notar que la reducción de la biopelícula se logró en las 

dos concentraciones de la suspensión de Enro-C/DMSO/chitosán probadas en este trabajo             

(p = 0.008 para el fármaco de baja concentración y p = 0.0001 para el fármaco de media 

concentración), por lo que se puede inferir que el preparado intramamario a una 

concentración baja y media de sus componentes tiene la capacidad de degradar la 

biopelícula madura de un día formada por S. aureus en el fondo de los pocillos. También es 

posible observar que no existen diferencias estadísticamente significativas entre las medias 

de la DO de biopelícula formada obtenidas en ambos grupos experimentales (p = 0.562). 
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Figura 18. Efecto de degradación del preparado intramamario Enro-

C/DMSO/chitosán sobre la biopelícula madura en microplacas de poliestireno de 96 

pocillos (ensayo a 1 día). Los resultados mostrados a través de la gráfica de barras representan los 
valores extremos no atípicos, percentiles 25 y 75 y la mediana de tres experimentos independientes. Literales 

diferentes implican diferencias significativas entre los grupos (P ˂ 0.05). 

 

Al incubar el inóculo inicial de S. aureus productor de biopelícula a 37 º C por 24 h y 

posteriormente enfrentar los cultivos a tres concentraciones diferentes de la suspensión de 

Enro-C/DMSO/chitosán por 24 h más a 37 º C (correspondiente a 1 día de tratamiento), 

repitiendo la dosis del tratamiento en cada pocillo y volviendo a incubar la placa durante 

tres días seguidos, se observó que la reducción de la biopelícula se logró en las tres 

concentraciones de la suspensión de Enro-C/DMSO/chitosán probadas en esta parte del 

trabajo, siendo significativo el resultado solo en la concentración media y alta del preparado 

(p = 0.05 y 0.003, respectivamente), mas no así con la concentración baja (p = 0.812), por 

lo que se puede inferir que el preparado intramamario a una media y alta de sus 

componentes, siendo administrado por tres días seguidos tiene la capacidad de degradar la 

biopelícula madura de tres días que fue formada por S. aureus en el fondo de los pocillos. 

También es posible observar diferencias entre las medias de los porcentajes de biopelícula 
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formada obtenidas en los tres grupos experimentales, sin embargo, estas diferencias sólo 

resultaron estadísticamente significativas entre la exposición del cultivo al preparado de 

concentración baja y alta (p = 0.035), por lo que se infiere que la concentración más alta 

probada en el presente estudio funciona mejor para la degradación de la biopelícula madura 

de tres días (Véase Figura 19). 

 

Figura 19. Efecto de degradación del preparado intramamario Enro-

C/DMSO/chitosán sobre la biopelícula madura en microplacas de poliestireno de 96 

pocillos (ensayo a 3 días). Los resultados mostrados a través del diagrama de caja representan los 
valores extremos no atípicos, percentiles 25 y 75 y la mediana de tres experimentos independientes. Literales 

mayúsculas diferentes indican diferencias significativas de los grupos experimentales con el grupo control 

(sin fármaco) (P ˂ 0.05). 
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Evaluación in vivo del efecto antibacteriano del preparado Enro-

C/DMSO/chitosán sobre Staphylococcus aureus productor de biopelícula  

Al cumplirse diez días de la primera aplicación del producto, se realizó una evaluación 

general de la conformación de las glándulas mamarias en las vacas tratadas y se evaluaron 

las características organolépticas de la leche proveniente de estas. Para la valoración de la 

eficacia clínica y bacteriológica se consideró el diagnóstico inicial por género y en el caso 

de las bacterias del género Staphylococcus spp se consideró la capacidad de producción de 

biopelícula. En el análisis de concordancia que se realizó se encontró que la relación es 

débil (coeficiente de contingencia = 0.302).  

De manera general se puede decir que en ambos tratamientos se observó una mejora de las 

características organolépticas de la leche. Las muestras de leche de todos los cuartos 

tratados con el preparado experimental se observaron blancas y sin tolondrones (eficacia 

clínica del 100%), aunque solo en el 80% de estas hubo eficacia bacteriológica, mientras 

que en el 20% restante solo se logró disminuir la cantidad de UFC/ml de las muestras de 

leche procesadas. Por otro lado, de los 24 cuartos tratados con el preparado control, en el 

41.7% de las muestras se logró cura clínica y bacteriológica, el 25% de las muestras 

presentaron falla clínica y bacteriológica, en el 20.8% no se mejoraron las características 

organolépticas de la leche, pero si hubo cura bacteriológica total y en el 12.5% de las 

muestras restantes hubo cura clínica con disminución en el número de Unidades 

Formadoras de Colonias comparado con lo observado en los primo aislamientos realizados 

(p ˃ 0.05) (Véase Cuadro 9). Como se puedo observar, los resultados presentados no son 

estadísticamente significativos, por lo que se realizó una simulación Monte Carlo con base 

en los porcentajes de eficacia obtenidos para determinar la cantidad de cuartos mamarios 

necesarios para lograr la significancia estadística, obteniendo como resultado que se 

requiere un mínimo total de 30 glándulas mamarias por cada tratamiento empleado para 

obtener diferencias significativas. 

Referente a la eficacia bacteriológica de los preparados con base en la capacidad de 

producción de biopelícula por parte de las bacterias aisladas se observó que en los 
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aislamientos positivos a Streptococcus spp y Staphylococcus spp moderado productor de 

biopelícula la cura bacteriológica es una constante, teniendo un mejor porcentaje de 

eficacia en el caso de Streptococcus spp con el preparado control y un mejor porcentaje de 

eficacia en el caso de Staphylococcus spp moderado productor de biopelícula con el 

preparado experimental. En los aislamientos positivos a Staphylococcus spp bajo productor 

de biopelícula se observó un 22.2% de cura bacteriológica en el preparado experimental, 

33.3% de cura bacteriológica en el preparado control, hubo falla bacteriológica del 44.4% 

en el preparado control (p ˃ 0.05). Para los aislamientos positivos a Staphylococcus spp 

alto productor de biopelícula la eficacia bacteriológica del preparado experimental fue 

superior (40%) en comparación con el preparado control (20%), sin embargo, en el caso de 

la falla bacteriológica se obtuvo el mismo porcentaje en ambos tratamientos (20%) (p ˃ 

0.05). En el caso de las infecciones mixtas que se registraron en el estudio la falla 

bacteriológica se presentó en los casos tratados con el preparado experimental (50%), 

mientras que la eficacia bacteriológica fue del 25% en ambos tratamientos aplicados (p ˃ 

0.05) (Véase Cuadro 10). Los resultados observados no son estadísticamente significativos, 

por lo que se realizó una simulación Monte Carlo con base en los porcentajes de eficacia 

bacteriológica obtenidos para determinar la cantidad de cuartos mamarios necesarios para 

obtener significancia estadística. Se requiere un mínimo total de 20 glándulas mamarias por 

cada factor de agente etiológico causal de la mastitis con base en su capacidad de 

producción de biopelícula para lograr la obtención de diferencias significativas. 

 

Cuadro 9. Eficacia clínica y bacteriológica del preparado Enro-C/DMSO/chitosán 

en comparación con Enro-C/DMSO para casos de mastitis bovina crónica en 

Chipilo, Puebla. 

 
Eficacia 

Cura 

bacteriológica 

Falla 

bacteriológica 
Total 

P 

Razón de 

verosimilitud  

Enro-

C/DMSO/chitosán 

Cura 

clínica 
80% 20% 

100%  

(20 GM) 

-- 

Enro-C/DMSO 

Cura 

clínica 
41.7% 12.5% 

100%  

(24 GM) 

0.110 

Falla 

clínica 
20.8% 25% 
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Cuadro 10. Eficacia del preparado Enro-C/DMSO/chitosán en comparación con Enro-

C/DMSO sobre bacterias productoras y no productoras de biopelícula obtenidas de casos 

de mastitis bovina crónica en Chipilo, Puebla. 

Bacteria aislada Eficacia 

bacteriológica 

Preparado Total P 

Enro-

C/DMSO/ 

chitosán 

Enro-

C/DMSO 

Razón de 

verosimilitud 

Streptococcus Cura  41.7% 58.3% 100%  

(12 GM) 

-- 

Staphylococcus no 

productor de biopelícula 

Cura  33.3% 11.1% 100%  

(9 GM) 

0.091 

Falla 11.1% 44.4% 

Staphylococcus bajo 

productor de biopelícula 

Cura  22.2% 33.3% 100%  

(9 GM) 

0.094 

Falla 0.0% 44.4% 

Staphylococcus moderado 

productor de biopelícula 

Cura  60.0% 40.0% 100%  

(5 GM) 

-- 

Staphylococcus alto 

productor de biopelícula 

Cura  40.0% 20.0% 100%  

(5 GM) 

0.710 

Falla 20.0% 20.0% 

Infección mixta Cura  25.0% 25.0% 100%  

(4 GM) 

0.189 

Falla 50.0% 0.0% 

Total Cura  36.4% 34.1% 100%  

(44 GM) 

0.200 

Falla 9.1% 20.5% 
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DISCUSIÓN  

La hipótesis que se estableció para este estudio fue que al combinar agentes anti-biopelícula 

como el chitosán con un antimicrobiano de probada eficacia como la Enro-C y un vehículo 

como el DMSO que además de proporcionar a los componentes una mejor difusión tisular 

también posee propiedades anti-biopelícula (Yahya y Karsani, 2018; Hoang y col., 2021), 

se podría lograr un efecto anti-biopelícula, tanto en el proceso de formación como en la 

degradación de esta, y de magnitud cuantificable in vitro. A su vez, se postuló la posibilidad 

de que se aumentara la eficacia del antimicrobiano a nivel clínico, en casos de mastitis 

bovina crónica en la que se hubiera demostrado que era causada por patógenos formadores 

de biopelícula. Es importante destacar que los agentes que se eligieron para el efecto anti-

biopelícula ya han mostrado esta acción y se le considera repetible y confiable. Con base en 

lo mencionado por Khan y col. (2020), la propiedad anti-biopelícula del chitosán se explica 

por su naturaleza policatiónica de la estructura de este polímero. Se postula que sus cargas 

positivas debidas a los grupos amino (NH
2+

) reaccionan de manera electrostática con 

componentes de la biopelícula como las proteínas exopoliméricas (EPS), otras proteínas e 

incluso con el ADN que tienen una carga negativa. Esta interacción inhibe el desarrollo de 

la biopelícula bacteriana. Además, Confederat y col. (2021) indican que el chitosán de bajo 

peso molecular tiene mejor solubilidad en agua y atraviesa la pared celular bacteriana e 

inhibe la síntesis de ARNm y la transcripción de ADN de manera más eficiente que 

chitosán de cadena larga. El chitosán es además capaz de quelar cationes metálicos y 

nutrientes esenciales para el crecimiento bacteriano. Por su parte, la elección del 

antimicrobiano se basó en que la enrofloxacina y particularmente la Enro-C (Miranda-

Calderón y col., 2014) son consideradas zwitteriones (compuesto químico eléctricamente 

neutro, pero que tiene cargas positivas y negativas sobre átomos diferentes). Esta propiedad 

da lugar a una buena distribución fuera del espacio plasmático cuando se le administra 

parenteralmente, pero dado que en este estudio la aplicación fue intramamaria, las 

concentraciones depositadas en la cisterna de la glándula son elevadas y se postula que 

puede difundir tanto al espacio intersticial donde se encontraría la biopelícula e incluso 

puede llegar a nivel intracelular (Sumano y Gutiérrez, 2015). Teniendo como enfoque 
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principal el efecto de la biopelícula en el establecimiento y persistencia de procesos 

inflamatorios infecciosos en bovinos, Horiuk y col. (2019) evaluaron el efecto de 

antimicrobianos en bacterias planctónicas y contenidas en la biopelícula. Observaron que 

existe una disminución del efecto antibacteriano de penicilinas, aminoglucósidos y 

macrólidos frente a bacterias contenidas en la biopelícula. En contraste, la exposición a 

enrofloxacina inactivó bacterias a este nivel, en particular del género Streptococcus spp y 

Staphylococcus spp. Más aún, cabe destacar que ya existe un producto comercial 

(Enromastic ®; Laboratorios Aranda S.A. de C.V.) y hay datos de su eficacia en la 

literatura en el tratamiento de mastitis clínica no complicada (Viveros y col., 2017), mastitis 

crónica (Martínez-Cortés y col., 2016) y mastitis por patógenos multi-resistentes 

(Alfonseca-Silva y col., 2021).  

Para identificar la capacidad para producir biopelícula por parte de los patógenos aislados 

de mastitis consideradas crónicas en el hato, se eligió la técnica fenotípica cualitativa de 

cultivo en Agar Rojo Congo. En ella, se emplea al Rojo Congo que es un colorante 

diazóico, sal sódica del azoderivado y soluble en agua. Se le puede utilizar como indicador 

de pH, debido a un cambio de color de azul a rojo a pH 3.0-5.2, y se ha demostrado que 

esto es un indicador de la presencia de fibrillas amiloides y en el caso de las biopelículas de 

S. aureus detecta la producción del polisacárido de adhesión intercelular (PIA) (adhesina de 

polisacárido, que según su estructura básica se denomina poli-N-acetilglucosamina 

(PNAG)) mediante la formación de puentes de hidrógeno entre este polisacárido y el 

colorante (Lee y col., 2016). El uso de esta técnica con la modificación de componentes en 

la fórmula del agar propuesta por Mariana y col. (2009) se ha descrito como una de las 

mejores opciones para detectar la formación de biopelícula ya que la interacción del 

colorante, el polisacárido de la biopelícula y la base de agar sangre dan lugar a una mejor 

pigmentación de color negro de las colonias positivas a la formación de la biopelícula y 

optimiza los costos en comparación con otros medios de cultivo sugeridos en la literatura. 

Por otro lado, como técnica cuantitativa se empleó la microtitulación en placa de 

poliestireno. Ésta es considerada la prueba estándar de oro y se basa en la cuantificación de 

la unión del colorante cristal violeta a las células bacterianas en una placa de poliestireno 
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(Lee y col., 2016), empleando la técnica modificada de Peña y Uffo (2013), la cual hace 

uso de la capacidad de las bacterias para formar biopelícula en superficies inertes y se fijan 

con calor las bacterias a la placa previa su tinción con colorante cristal violeta al 0.5% para 

evitar que se pierdan células bacterianas y polisacáridos adheridos al fondo de los pocillos.  

Para agregar certeza a las metodologías anteriores, se realizaron extracciones de ADN y 

PCR para la determinación de los genes icaA e icaD que se relacionan con la producción 

del PIA que es el principal componente de la biocapa de S. aureus (Muhammad y col., 

2021).  

La técnica de micro titulación en placa de poliestireno se empleó también como base para 

evaluar la capacidad anti-biopelícula del prototipo elegido para este ensayo, debido a que se 

ha empleado en otros estudios que tienen la misma finalidad con resultados confiables 

(Felipe y col., 2019; Saeed y col., 2023). La determinación de la realización de estos 

estudios a 1 y 3 días se basó en lo reportado en el estudio realizado por Yang y col. (2017), 

en él se identificó que en condiciones in vitro después de 1 día de cultivo a 37 °C se obtiene 

una buena cantidad de biopelícula, la cual alcanza su punto máximo en el 3º día de cultivo. 

Por otro lado, con base en lo reportado en el estudio de Felipe y col. (2019), la CMI de 

chitosán de bajo peso molecular frente a S. aureus planctónico y contenido en la biopelícula 

proveniente de casos de mastitis bovina subclínica fue de 800 μg/ml, mientras que el efecto 

de inhibición de biopelícula se logró a una concentración de 100 μg/ml y el efecto sobre 

biopelículas establecidas se logró a una concentración de 1600 μg/ml. Es de destacarse para 

este trabajo que las concentraciones empleadas de chitosán (de bajo peso molecular) fueron 

inferiores a las mencionadas en otros estudios y con buenos efectos sobre la inhibición y 

degradación de la biopelícula probablemente por el efecto sinérgico de todos los 

componentes del prototipo que se propone. En principio, se estableció que el prototipo en 

este estudio muestra un excelente efecto antibacteriano in vitro sobre S. aureus aislado de 

mastitis bovina crónica tanto en bacterias planctónicas como en aquellas contenidas dentro 

de la biopelícula. Este efecto es similar al establecido por Breser y col. (2018) quienes 

evaluaron in vitro la combinación de chitosán y cloxacilina-Na frente a aislamientos de 

Staphylococcus coagulasa negativos, causales de mastitis bovina crónica y determinaron 
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que la combinación de ambos componentes aumentaba significativamente la eficacia del 

efecto antibacteriano del antibiótico reduciendo la concentración necesaria para actuar en 

ambos estilos de vida bacterianos.  

En el presente trabajo se evidenció la capacidad que tiene el prototipo propuesto para 

inhibir la formación de biopelículas probablemente por la eliminación de bacterias en los 

inóculos preparados y obviamente por su capacidad para degradar biocapas establecidas 

con una maduración de 1 y 3 días. Más aún, se estableció una relación de concentración-

actividad de los componentes del prototipo evaluado. Curiosamente, el efecto fue más 

notorio en concentraciones medias y altas y no solo en estas últimas. Este efecto es también 

similar a lo reportado por Breser y col. (2018) quienes indican que el chitosán y la 

cloxacilina por separados tienen la capacidad de reducir la biopelícula formada, sin 

embargo, la degradación completa se logró con la combinación de estos dos componentes 

en concentraciones medias y altas.  

En una segunda fase de este estudio y que poco se informa en la literatura de ensayos 

similares fue la evaluación clínica y bacteriológica de la eficacia que puede mostrar el 

prototipo en ensayo en casos de campo. Hay trabajos que de manera empírica sugieren el 

uso de terapias prolongadas de diversos antimicrobianos, pero en ninguno de ellos se 

definieron con precisión las características de ambos, las vacas y sus casos de mastitis 

crónica (más de 3 casos de mastitis en un ciclo de lactación) y las características 

formadoras de biopelícula de los patógenos involucrados. Por lo tanto, no es aventurado 

postular que lo obtenido tiene una elevada confiabilidad en cuanto a eficacia clínica y 

bacteriológica. Por lo dicho, es complicado comparar las eficacias obtenida en este ensayo 

con otros como el realizado por Martínez-Cortés y col. (2016); Viveros y col. (2017) y 

Alfonseca-Silva y col. (2021). Esto es, las eficacias clínicas obtenidas en dichos ensayos 

con Enro-C no demostraron la presencia de patógenos formadores de biopelícula.  

En contraste a lo dicho, una parte de este estudio que pudiera haberse mejorado hubiese 

sido el aislamiento de las vacas para que, fuera del ambiente que las contaminó en primera 

instancia, pudiera verse si permanecían con cura bacteriológica un tiempo importante que 

según Martínez-Cortés y col. (2016) y Viveros y col. (2018) es de al menos 21 días. En este 
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estudio no fue posible evaluar el valor de la recontaminación que obviamente es un factor 

de gran influencia en los resultados logrados. De cualquier forma, el haber logrado un 80% 

de eficacia en cura bacteriológica es de destacarse y es un resultado superior a lo que se 

tiene visualizado por la American Academy of Bovine Practitioners (AABP), que considera 

a las vacas que padecen mastitis crónica como de desecho (Rosyter y Wagner, 2015). Así 

pues, tomando los resultados in vitro e in vivo de este ensayo de manera conjunta, es 

factible postular que el prototipo utilizado es único en su eficacia. No obstante, es evidente 

que existen áreas de oportunidad a considerar para mejorar este preparado; por ejemplo, 

nanoparticularizando los elementos incluidos y quizá agregando otros vehículos y 

materiales antibiopelícula como la oritavancina, lipoglicopeptido semisintético, 

cuaternarios de amonio de cuarta generación no citotóxicos a células eucariotas y muchos 

más (Verderosa y col., 2019). Más aún, es factible proponer que mediante una liberación 

prolongada/programada, se puedan tener prototipos anti-biopelícula que se administren 

durante el periodo de secado y que duren liberando los principios activos de 45 a 60 días. 

Se sabe que uno de los periodos de mayor peligro en cuanto al surgimiento de mastitis 

sobre todo considerando patógenos formadores de biopelícula es el periodo de secado. El 

prototipo propuesto en este ensayo no está diseñado para esta etapa de la lactación. Se sabe 

que para tener un producto de elevada eficacia se requiere que el preparado intramamario 

sea de una muy larga duración, considerando que un secado corto es de 45 días y uno largo 

de 60 días aproximadamente (Sumano y col. 2015). En ese sentido será necesario 

reformular el prototipo desarrollado en este ensayo para dicho propósito, lo cual es factible 

de lograr mediante matrices que proporcionen liberación sostenida de los elementos 

empleados y quizá la nanoparticularización de ellos (Tan y col., 2018; Maruthupandy y 

col., 2020; Abd El-Aziz y col., 2021; Ranjani y col., 2022). 

Por otro lado, resta definir desde el punto de vista de manejo de un hato la elección de los 

animales que deben entrar a un protocolo de tratamiento como el establecido en este 

ensayo. Si los criterios se ajustan a lo que recomienda la AABP las consideraciones acerca 

de que una vaca debe o no tratarse no tiene sustento, pues acorde con el punto de vista de 

esta asociación, las vacas deben desecharse. Sin embargo, la producción intensiva o semi 
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intensiva en México se rige por criterios distintos a los recomendados por dicha asociación. 

En nuestro medio, la tendencia más observada es que ni los productores ni los veterinarios 

están dispuestos a eliminar del hato a un ejemplar con esta problemática de mastitis 

crónica. Esto se debe tanto a la falta de información en cuanto a eficacias clínicas, así como 

al desconocimiento de la definición y diagnóstico de cuando considerar a una vaca como 

portadora de un caso crónico. En la toma de decisiones debe ponderarse lo informado por 

Martins y col. (2020) quienes analizaron las repercusiones económicas de las mastitis 

subclínicas y crónicas en las unidades de producción pecuaria por concepto de pérdidas en 

la producción de leche y que fluctúan entre el 9 al 24.1% en comparación con los bovinos 

sanos. Además, se deberán ponderar las pérdidas erogadas por afectación en la calidad de la 

leche que a menudo se traducen en menores rendimientos de sólidos totales en leche, con 

excepción del porcentaje de grasa. De tal suerte que amén de que es necesario continuar 

realizando estudios como el presente, se deben mejorar las técnicas diagnósticas y se 

deberán definir los criterios de inclusión para que una vaca con mastitis crónica entre a 

protocolos de tratamiento tan prolongados como el descrito en este ensayo o similares. 

Indudablemente que este ensayo se enfocó a la parte microbiológica y clínica. De tal suerte 

que no se tienen los datos suficientes como para recomendar un tiempo de retiro o algunos 

esquemas de tratamiento secuencial como el de enro/ceftiofur propuesto por Alfonseca y 

col. (2021), por lo que como siguiente trabajo se requerirá un estudio multicéntrico que 

permita detectar rasgos del tratamiento que no están definidos en el estudio presentado 

dado el número de animales empleado. En ese sentido es importante recalcar que el 

prototipo desarrollado se hizo a nivel de escala de laboratorio y la preparación no llevó 

mayor dificultad que mezclar los elementos en orden. Sin embargo, resta llevar a cabo 

estudios de estabilidad y quizá de la adición de algunos elementos que mejoren su eficacia 

y que sean compatibles con la formula, como la vitamina D3 (Téllez-Pérez y col., 2012; 

Yue y col., 2017; Merriman y col., 2017 y 2018) y se hace énfasis en que de llegar a 

mercado tendrá que ser validado su tiempo de retiro de ordeña. Finalmente, es evidente que 

se requieren estudios de impacto económico del esquema de tratamiento propuesto en este 

ensayo, así como estudios de la tasa de resistencias bacterianas en el hato. 
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CONCLUSIONES 

Con base en la caracterización del agente etiológico causal de mastitis crónica en los 

bovinos incluidos en el presente estudio se puede concluir que el principal agente 

bacteriano relacionado con mastitis bovina crónica es S. aureus, seguido por 

Staphylococcus spp coagulasa negativos. La producción de biopelícula resulta el factor de 

virulencia relacionado con el cuadro inflamatorio crónico. Además, los aislamientos 

positivos a S. aureus tienen la presencia de los genes icaA e icaD asociados a la capacidad 

de la bacteria para producir biopelícula.  

Los resultados de la evaluación in vitro sugieren que el preparado con Enro-

C/DMSO/chitosán tiene un efecto antibacteriano sobre S. aureus planctónico y contenido 

en el interior de la biopelícula, además su empleo en cultivos en placa de S. aureus logra la 

inhibición de la formación de biopelícula y degrada la biopelícula con maduración de 1 y 3 

días, logrando un mejor efecto al emplear concentraciones medias y altas de los 

componentes del preparado. Se sugiere por la naturaleza de los componentes que el efecto 

antimicrobiano y anti-biopelícula que estos tienen por separado es sinérgico al momento de 

interactuar como parte de la suspensión propuesta.  

La valoración del preparado Enro-C/DMSO/chitosán in vivo sugiere que su empleo tiene 

una mayor eficacia tanto clínica como bacteriológica en los casos de mastitis bovina 

crónica descritos en el estudio en comparación con el empleo del preparado Enro-

C/DMSO. La eficacia bacteriológica considerando la clasificación de las bacterias con base 

en su capacidad de producción de biopelícula sugiere que el preparado Enro-

C/DMSO/chitosán tiene buen efecto frente a Staphylococcus spp productor y no productor 

de biopelícula, siendo mejor el efecto frente a Staphylococcus spp moderado y alto 

productor de biopelícula, mientras que el preparado Enro-C/DMSO tiene una mayor 

eficacia frente a infecciones causadas por Streptococcus spp y su respuesta es más 

deficiente frente a Staphylococcus spp no productor y bajo productor de biopelícula.  
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Se sugiere la elaboración de estudios más robustos en cuanto a la cantidad de bovinos 

incluidos en cada tratamiento administrado y en cada nivel de producción de biopelícula 

para obtener significancia estadística en los resultados obtenidos. 
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APÉNDICE 

Tinción Gram 

Para realizar el procesamiento de las muestras de leche que se obtuvieron de los casos de 

mastitis bovina crónica en Chipilo Puebla, se comenzó con la técnica de tinción de Gram, 

con el fin de evidenciar la presencia de microorganismos dentro de la muestra de leche a 

procesar. La tinción Gram se repitió tomando una colonia de los primo aislamientos para 

identificar las características morfológicas microscópicas de las bacterias aisladas (Aguilar 

y col. 2014). 

Materiales: 

 Muestra de leche o colonias bacterias. 

 Mezclador. 

 Mechero de Bunsen o lámpara de alcohol. 

 Asa microbiológica. 

 Portaobjetos. 

 Marcador de cera. 

 Reactivos para tinción Gram. 

o Cristal violeta. 

o Bicarbonato de sodio. 

o Yodo. 

o Alcohol – acetona. 

o Fucsina básica. 

 Agua destilada. 

 Microscopio óptico. 

 Aceite de inmersión. 

Procedimiento: las muestras de leche se incubaron por 15 min a 37 C y agitaron 

vigorosamente con el fin de romper las micelas de grasa que contiene la leche, mismas en 

las que pudieran quedar atrapadas las bacterias contenidas en la muestra. Con un asa 
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microbiológica se recolectó una gota de leche y se colocó en un portaobjetos, se esparció la 

gota y se dejó secar a temperatura ambiente. Para el caso de las colonias bacterianas que se 

obtuvieron de los primo aislamientos, con un asa microbiológica fría previamente 

esterilizada se tomó una colonia del medio de cultivo y se colocó en un portaobjetos que 

contenía una gota de agua destilada estéril, se esparció la gota y se dejó secar a temperatura 

ambiente. En ambos casos, se fijó la muestra del portaobjetos mediante calor por 1 seg en 

una llama abierta, repitiendo en 3 ocasiones, teniendo como precaución el no sobrecalentar 

la muestra. 

Como colorante primario, se agregó a la muestra dos gotas de cristal violeta y para mejorar 

la retención del colorante se adicionaron dos gotas de bicarbonato de sodio, dejando actuar 

a ambos compuestos por 15 seg, para después enjuagar con agua destilada hasta retirar el 

excedente del colorante primario.  

Se agregó una gota de yodo para favorecer la formación de un complejo cristal violeta - 

yodo que impida la salida del colorante primario en las bacterias Gram positivas que 

pudieran encontrarse en la muestra al saturar los espacios del peptidoglicano de la pared 

bacteriana, se dejó actuar por 15 segundos, para después enjuagar con agua destilada.  

Con el fin de destruir la membrana externa de las bacterias Gram negativas que pudieran 

encontrarse en la muestra, deshidratar su pared bacteriana y cerrar los poros de esta se 

colocó una gota de la mezcla de alcohol-acetona, dejándola actuar por no más de 3 

segundos, para después enjuagar con agua destilada hasta que ya no se elimine el colorante 

primario. 

Como colorante secundario se emplearon dos gotas de fuscina básica, con el fin de teñir las 

bacterias que no retuvieron el complejo cristal violeta – yodo, se dejó actuar por 15 seg, 

para después enjuagar con agua destilada hasta retirar el excedente del colorante. 

Al concluir con la tinción de la muestra se realizó la observación de la afinidad tintorial que 

adquirieron los microorganismos presentes, para lo cual se agregó una gota de aceite de 

inmersión sobre la muestra, se colocó el portaobjetos en la platina del microscopio y con el 

objetivo 100x se observó la muestra teñida. Las bacterias del género Staphylococcus spp se 
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consideran Gram +, por lo que para la administración de los tratamientos se consideraron a 

aquellos animales cuyas muestras presentaron bacterias de color morado – violeta. Además, 

se observó la morfología microscópica de las bacterias teñidas, considerando que las 

bacterias del género Staphylococcus spp presentan una morfología en forma de cocos 

inmóviles con agrupación en racimos (Aguilar y col. 2014). 

    

      

Figura 20. Técnica de tinción Gram realizada en el Laboratorio de Microbiología 

Veterinaria del Departamento de Microbiología e Inmunología de la FMVZ – UNAM. 
A: Elemento empleados para la técnica de tinción Gram en el Laboratorio de Microbiología Veterinaria del 

Departamento de Microbiología e Inmunología de la FMVZ – UNAM. B. Morfología microscópica de 

Staphylococcus spp por la técnica tinción Gram. B. Morfología microscópica de Streptococcus spp por la 

técnica tinción Gram. 
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Primo aislamiento bacteriológico en Agar Sangre 

El primo aislamiento de las muestras de leche se realizó en el medio de cultivo Agar 

Sangre, el cual contiene peptona de caseína, soya y 5 a 8% de sangre desfibrinada de 

bovino como fuente de nutrientes necesarios para su crecimiento, además de contener 

cloruro de sodio que mantiene un balance osmótico (Aguilar y col. 2014). El procedimiento 

se realizó de la siguiente forma: 

Materiales 

 Muestra de leche. 

 Agar sangre. 

 Marcador de punto fino con tinta permanente. 

 Mezclador. 

 Pipeta graduada de 20 μl. 

 Mechero de Bunsen. 

 Asa microbiológica. 

 Incubadora. 

Procedimiento: se dividió el medio de cultivo en cuatro partes, las cuales fueron 

identificadas con el número correspondiente a la muestra que se procesó. Se incubaron las 

muestras de leche por 15 min a 37 C y se agitaron. Con una pipeta graduada se obtuvieron 

20 μl de la muestra a inocular y se colocaron en un punto dentro de la zona del agar que le 

corresponde a la muestra. Con un asa microbiológica se esparció el inóculo, realizando la 

técnica de estriado para el aislamiento de las colonias y se incubaron en condiciones 

aerobias a 37 C durante 24 h. Posteriormente, se realizó la lectura, con el fin de identificar 

el crecimiento de bacterias del género Staphylococcus spp en el medio de cultivo cuya 

morfología corresponde a colonias de 1 a 2 mm de diámetro, redondas, brillantes, con 

bordes regulares, convexas, que pueden o no presentar un pigmento y generar zonas de 

hemólisis (Aguilar y col. 2014). Además, se realizó el conteo de colonias que se 

desarrollaron dentro del agar, con el fin de definir que el establecimiento de un proceso 
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infeccioso en la glándula mamaria al observar el aislamiento bacteriano de 3 o más 

Unidades Formadoras de Colonias (UFC) por cada 20 μl de inóculo (Ortega y col. 2020).  

 

 

Figura 21. Morfología macroscópica de bacterias Gram (+) en primo cultivo en Agar 

Sangre. A: Morfología macroscópica de Staphylococcus spp por la técnica de primo aislamiento 

bacteriológico en Agar Sangre. B: Morfología microscópica de Streptococcus spp por la técnica de primo 

aislamiento bacteriológico en Agar Sangre. 

 

 

A 

B 



 
70 

 

Identificación del género Staphylococcus mediante la prueba actividad 

catalasa 

Se realizó esta prueba con el fin de evidenciar la producción de la enzima catalasa por parte 

de las bacterias del género Staphylococcus al exponerlas a una solución de peróxido de 

hidrógeno (Aguilar y col. 2014). 

Materiales 

 Primo aislamiento de la muestra de interés. 

 Portaobjetos. 

 Mechero de Bunsen. 

 Asa microbiológica. 

 Peróxido de hidrógeno al 3% (agua oxigenada). 

Procedimiento: se colocó en un portaobjetos limpio una gota de peróxido de hidrógeno al 

3%  y con un asa microbiológica se tomó una colonia del medio de primo aislamiento, 

teniendo la debida precaución de no tocar el medio de cultivo para evitar que la reacción 

genere un falso positivo por el contenido de sangre del agar y se colocó la colonia del asa 

microbiológica en el portaobjetos, mezclándolo con el peróxido de hidrógeno para observar 

si se lleva a cabo la reacción de la enzima. Las bacterias aisladas en las que se evidenció el 

burbujeo inmediato en la solución fueron consideradas como catalasa (+), por lo que se 

clasificaron como pertenecientes al género Staphylococcus spp. En aquellas donde la 

mezcla que se observó fue lechosa y no hubo burbujeo se consideró a reacción como 

catalasa negativa (-), por lo que no se clasificaron como pertenecientes al género 

Staphylococcus spp (Aguilar y col. 2014). 
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Figura 22. Lectura de la prueba bioquímica Catalasa. A: Muestra de Staphylococcus spp 

positiva a la prueba bioquímica Catalasa. B: Muestra de Streptococcus spp negativa a la prueba bioquímica 

Catalasa. 

 

Prueba de factor de agregación celular 

Se realizó esta prueba con el fin de detectar la producción del factor de agregación por parte 

de la bacteria. El factor de agregación celular es una proteína situada en la parte externa de 

la pared celular bacteriana, la cual activa el fibrinógeno en fibrina, con el fin de generar un 

conglomerado celular que se observe a simple vista (Aguilar y col. 2014). 

Materiales 

 Primo aislamiento de la muestra de interés. 

 Portaobjetos. 

 Mechero de Bunsen. 

 Asa microbiológica. 

 Plasma sanguíneo de bovino. 

Procedimiento: con un asa microbiológica fría previamente esterilizada se tomaron dos 

gotas de plasma sanguíneo de bovino y se colocaron en un portaobjetos. Después, con el 

asa microbiológica fría previamente esterilizada se tomó una colonia del medio de cultivo 

del primo aislamiento, se inoculó sobre el plasma sanguíneo de bovino del portaobjetos y se 

mezcló la colonia con el plasma para obtener una suspensión homogénea. Al final se 

observó la preparación a contraluz para realizar la lectura. En las muestras donde se 

A B 
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observó la formación de pequeños agregados dentro de la suspensión se consideró que la 

prueba fue positiva (+), mientras que en las muestras donde no fue posible observar la 

formación de grumos en la prueba y se observó una solución opaca, se consideró el 

resultado como negativo (-) (Aguilar y col. 2014). 

Prueba actividad coagulasa 

Se realizó la prueba actividad coagulasa, la cual tiene como finalidad la detección de la 

enzima coagulasa libre de diversas especies del género de interés como es el caso de S. 

aureus, la cual va a reaccionar con el factor de reacción de la coagulasa (CRF) presente en 

el plasma sanguíneo, formando un complejo coagulasa – CRF el cual convierte de forma 

indirecta al fibrinógeno en fibrina para la formación de un coágulo (Aguilar y col. 2014).  

Materiales 

 Primo aislamiento de la muestra de interés. 

 Mechero de Bunsen. 

 Asa microbiológica. 

 Tubo de ensayo con 0.5 ml de plasma sanguíneo de bovino. 

 Marcador de punto fino con tinta permanente. 

 Incubadora. 

Procedimiento: utilizando un asa microbiológica fría previamente esterilizada se tomó una 

colonia del medio de cultivo del primo aislamiento y se inoculó por agitación del asa en 0.5 

ml de plasma sanguíneo de bovino contenido en un tubo de ensayo, el cual fue previamente 

identificado de acuerdo con la muestra correspondiente. Se incubó el tubo por 24 h a 37 C, 

realizando lecturas de la prueba a las 2, 4, 6, 12 y 24 h, con la finalidad de observar la 

formación del coágulo a través del tiempo de incubación de la prueba ya que este se puede 

deshacer debido a las fibrinolisinas bacterianas, lo que se puede considerar como un falso 

negativo si no se tiene la precaución de realizar lecturas repetidas. Se consideró como una 

lectura positiva a coagulasa aquella en la que se observó la formación del coágulo en el 

contenido del tubo de ensayo, por lo que la bacteria del aislamiento se consideró como 

coagulasa positiva (+), confirmando así que la muestra procesada puede provenir de 
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animales infectados con S. aureus, S. intermedius o S. hycus. En las muestras donde no fue 

posible observar la formación del coágulo en ninguna de las lecturas realizadas a la prueba, 

se considera como coagulasa negativa (-), por lo que se confirmó que la muestra proviene 

de animales infectados con cepas de Staphylococcus spp coagulasa negativo (Aguilar y col. 

2014). 

 

Figura 23. Lectura de la prueba bioquímica Coagulasa. A: Muestra de Staphylococcus spp 

positiva a la prueba bioquímica Coagulasa. B: Muestra de Staphylococcus spp negativa a la prueba 

bioquímica Coagulasa. 

 

Aislamiento selectivo y diferencial en Agar sal manitol 

Para comenzar con la diferenciación por especies del género Staphylococcus spp se utilizó 

como medio de cultivo selectivo y diferencial la siembra de la muestra en agar Sal y 

Manitol, ya que las características del medio permiten inhibir el crecimiento de la mayoría 

de los géneros bacterianos, especialmente de los Gram negativos, gracias a su contenido de 

cloruro de sodio (7.5%) como sal inhibidora, además de contener como indicador de pH 

rojo fenol y estar adicionado con D-manitol como carbohidrato que permite diferenciar a S. 

aureus de otras especies del género (Aguilar y col. 2014). 
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Materiales 

 Muestra de leche. 

 Agar Sal Manitol. 

 Marcador de punto fino con tinta permanente. 

 Vórtex. 

 Pipeta graduada de 20 μl. 

 Mechero de Bunsen. 

 Asa microbiológica. 

 Incubadora. 

Procedimiento: se realizó el mismo procedimiento que ya se describió previamente para el 

primo aislamiento. En esta técnica la lectura consistió en observar el crecimiento de las 

bacterias fermentadoras de manitol que resisten el efecto de la sal inhibidora como S. 

aureus, las cuales desarrollan colonias cremosas de color amarillo en el agar, a diferencia 

de otras bacterias que no son capaces de fermentar el manitol como en el caso de S. 

epidermidis, en las que el crecimiento de colonias se observa de color rosa. Las muestras en 

las que no se observó crecimiento de colonias pueden sugerir una infección con bacterias 

Gram negativas como Escherichia coli, debido a que este tipo de microorganismos no son 

capaces de resistir el efecto del cloruro de sodio (Aguilar y col. 2014).  

            

Figura 24. Lectura de la prueba de aislamiento selectivo y diferencial Agar Sal y 

Manitol. A: Muestra de Staphylococcus aureus positiva a la prueba de aislamiento selectivo y diferencial 

MSA. B: Muestra de Staphylococcus coagulasa (-) negativa a la prueba de aislamiento selectivo y diferencial 

MSA 
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Agar manitol anaerobio 

Para poder distinguir a S. aureus de otras especies coagulasa positivas, se buscó evidenciar 

el metabolismo anaeróbico del carbohidrato D – manitol por parte de S. aureus (Mossel, 

1962; Roberson y col., 1992), a través del siguiente procedimiento:  

Materiales 

 Primo aislamiento de la muestra de interés. 

 Agar Manitol semisólido en tubo cerrado.  

 Aceite mineral estéril. 

 Mechero de Bunsen. 

 Asa microbiológica recta. 

 Marcador de punto fino con tinta permanente. 

 Incubadora. 

Procedimiento: empleando un asa microbiológica recta fría previamente flameada se tomó 

una colonia del medio de cultivo del primo aislamiento y se inoculó introduciendo el asa en 

el agar de forma tal que el inóculo cubriera en línea recta dos terceras partes del tubo. Se 

agregó una capa de 2 cm aceite mineral sobre el agar inoculado, se identificó el tubo de 

ensayo de acuerdo con la muestra correspondiente, se incubó durante 24 h a 37  C y se 

realizó la lectura de los resultados. Se consideró como una prueba positiva aquella en la que 

se observó un cambio de color en el medio semisólido a amarillo (Mossel, 1962; Roberson 

y col., 1992). 
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Figura 25. Lectura de la prueba bioquímica Manitol Anaerobio. A: Muestra de 

Staphylococcus coagulasa (-) negativa a la prueba bioquímica Manitol Anaerobio. B: Muestra de 

Staphylococcus aureus positiva a la prueba bioquímica Manitol Anaerobio. 
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Prueba de Agar P 

Para poder diferenciar a S. aureus de otras especies coagulasa positivas, se empleó esta 

prueba complementaria ya que el contenido de Acriflavina en el agar favorece sólo el 

crecimiento S. aureus, inhibiendo así el crecimiento de alguna otra especie estafilocócica 

coagulasa positiva. 

Materiales 

 Primo aislamiento de la muestra de interés. 

 Agar P (peptona de caseína, extracto de levadura, cloruro de sodio, glucosa y 7 

μg/ml de acriflavina). 

 Marcador de punto fino con tinta permanente. 

 Mechero de Bunsen. 

 Asa microbiológica. 

 Incubadora. 

Procedimiento: con un asa microbiológica se tomó una colonia del medio de cultivo del 

primo aislamiento y se esparció el inóculo, realizando una estría continua en la parte 

correspondiente a la muestra y se incubaron en condiciones aerobias a 37 C durante 24 h. 

Posteriormente, se realizó la lectura, con el fin de identificar el crecimiento de bacterias las 

cuales corresponden únicamente a la especie S. aureus en el medio de cultivo. En las 

siembras donde no sea evidente el crecimiento de colonias bacterianas se confirmó la 

infección por S. pseudointermedius (Aguilar y col. 2014). 

 

Figura 26. Lectura de la prueba Agar P. A: Muestra de S. pseudointermedius negativa a la prueba 

de Agar P. B: Muestra de Staphylococcus aureus positiva a la prueba de Agar P. 

A B 
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Prueba CAMP-Esculina (CAMP: Christie Atkins Munch-Petersen y 

Esculina) 

Esta prueba busca la potencialización de la hemólisis en bacterias Gram (+) y con la 

adición de esculina al medio se busca evidenciar su hidrólisis a esculetina que con iones 

hierro forman un precipitado fenólico color negro en el agar (Aguilar y col. 2014). El 

procedimiento se realizó de la siguiente forma: 

Materiales 

 Primo aislamiento de la muestra de interés. 

 Cultivo de S. aureus beta toxina (previa identificación conocida). 

 Agar CAMP-Esculina. 

 Marcador de punto fino con tinta permanente. 

 Mechero de Bunsen. 

 Asa microbiológica. 

 Incubadora. 

Procedimiento: con un asa microbiológica se tomó una colonia de S. aureus beta toxina 

(cepa nodriza) y se sembró en el medio CAMP-Esculina una estría continua recta a todo lo 

largo del medio de cultivo de tal forma que lo divida en dos partes. Se tomó una colonia del 

medio de cultivo sugerente a Streptococcus spp y se sembró una estría recta perpendicular a 

la siembra de la cepa nodriza, teniendo la precaución de no tocar la línea de siembra de la 

cepa de Staphylococcus. Para hacer un uso eficiente del material de laboratorio, se 

sembraron hasta 8 cepas diferentes en el mismo medio de cultivo, las cuales fueron 

identificadas con el número correspondiente a la muestra que se procesó. Los cultivos se 

incubaron en condiciones aerobias a 37 C durante 24 h. Posteriormente, se realizó la 

lectura, considerando que si se observa hemólisis completa en punta de flecha en el punto 

donde converge la cepa de interés con la cepa nodriza se considera que la bacteria es 

CAMP (+) como sucede en el caso de Streptococcus agalactiae, si se observa 

oscurecimiento alrededor de la siembra se considera que la bacteria es Esculina (+) como 
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sucede en el caso de S. uberis y si la prueba es CAMP (-) Esculina (-) se considera que la 

bacteria aislada es S. dysgalactiae (Aguilar y col. 2014).  

 

Figura 27. Lectura de la prueba CAMP-Esculina. A: Muestra de S. agalactiae positiva a la 

prueba de CAMP. B: Muestra de S. uberis positiva a la prueba Esculina 

 

A 

B 
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