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Resumen
Se determiné la variabilidad genética de las cepas de S. aureus aisladas de algunos casos de mastitis
bovina. Se muestrearon 335 vacas de 27 establos en 10 municipios del estado de Jalisco. Las cepas de S.
aureus se identificaron a partir de muestras de leche de cada glandula mamaria de cada vaca, las cuales
se cultivaron en agar sangre y con base a las caracteristicas del cultivo, las pruebas bioquimicas, y
finalmente su confirmacién molecular mediante PCR. La variacién genética en las cepas identificadas se
obtuvo con la técnica de electroforesis de campos pulsados. Las imagenes de los geles se analizaron
mediante el software Bionumerics®. Se diagnosticé con la prueba de California un 2.26% de mastitis clinica
y un 40.45% de mastitis subclinica. Se registré una frecuencia de aparicién de S. aureus del 9.8% del total
de las glandulas muestreadas. Se observd una variacion genética de 14.9%. Las 32 cepas analizadas se
agruparon en pulsotipos con 95% o mas de similitud genética, resultando 12 pulsotipos. Se concluye que
existe gran diversidad en la variabilidad genética de cepas de S. aureus de diferentes establos del estado
de Jalisco y una gran similitud genética de cepas dentro de cada establo.
Palabras clave: Staphylococcus aureus, tipificacion, frecuencia de mastitis, variacién genética,
electroforesis de campos pulsados.

Abstract

The genetic variability of S. aureus strains isolated from some cases of bovine mastitis was determined.
335 cows from 27 stables were sampled in 10 municipalities in the state of Jalisco. S. aureus strains were
identified from milk samples of each mammary gland of each cow, which were grown in blood agar and
based on the characteristics of the culture, biochemical tests, and finally their molecular confirmation by
PCR. The genetic variation in the strains was identified by pulsed- field electrophoresis technique. The
images of the gels were analyzed using the Bionumerics® software. 2.26% of clinical mastitis and 40.45%
of subclinical mastitis were diagnosed with the California test. A frequency of appearance of S. aureus of
9.8% of the total sampled glands was recorded. A genetic variation of 14.9% was observed. The 32 strains
analyzed were grouped into pulsotypes with 95% or more of genetic similarity, resulting in 12 pulsotypes. It
is concluded that there is great diversity in the genetic variability of S. aureus strains from different stables
in the state of Jalisco and a great genetic similarity of strains within each stable.

Keywords: PFGE, S. aureus, typification, frequency of mastitis, genetic variation, pulsed field
electrophoresis.
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INTRODUCCION

La mastitis es definida como la inflamacion de la glandula mamaria, causada
principalmente por patdgenos (Bedolla et al., 2008), que ocasiona una disminucién en la
produccion y calidad de la leche en su forma subclinica; sin embargo puede convertirse
en mastitis clinica, donde puede llegar hasta el desecho del animal por pérdida de la
funcionalidad de la gldndula mamaria (Echeverri et al., 2010). Asimismo la mastitis
subclinica suele estar presente por mayor tiempo y es mas frecuente que la mastitis
clinica (Bedolla et al., 2007). Las pérdidas econdémicas pueden alcanzar hasta cinco mil
pesos por cada lactancia de una vaca al afio (Van et al., 2016); aunque se han encontrado
alrededor de 137 microorganismos en ganado lechero con mastitis, s6lo un reducido
namero de patdgenos son los responsables de la mayoria de los casos (Wolter et al.,
2004); por ejemplo, tal es el caso del género Staphylococcus spp, que expresan factores
de virulencia que permiten su persistencia y distribucion en el huésped (Marqués et al.,
2013).

Por otra parte Staphylococcus aureus, descrito por el médico Alexander Ogston en 1880
(Cervantes-Garcia et al., 2014), el cual en la actualidad es considerado como uno de los
principales agentes causantes de mastitis a nivel mundial (El-Sayed, 2006b), con una
frecuencia de casi el 30% de muestras de vacas con mastitis (Calderén y Rodriguez,
2008). A este patdgeno se le atribuyen propiedades invasivas y factores extracelulares
como la produccion de toxinas que conducen al sindrome de shock tdxico, toxinas
exfoliativas y enterotoxinas estafilocdcicas (Vasconcelos and Ribeiro de Souza, 2010).
Adicionalmente, posee una gran capacidad de adquirir elementos exdgenos por
transferencia horizontal, lo que le permite adaptarse facilmente al medio y a los agentes
antimicrobianos, mediante la adquisicibn de factores de resistencia a antibibticos
codificados por plasmidos y transposones (Baba et al., 2002).

La tipificacion molecular de microorganismos (genotipificaciébn) es muy importante para
conocer la evolucién de los patdgenos y estudiar su relacién genética; de esta manera se
logra un mayor entendimiento durante las investigaciones epidemiologicas (Amr El-
Sayed, et al., 2017; Castafieda et al., 2018, Garcia et al., 2019). Existe una variedad de
métodos de genotipificacion, cada técnica presenta fortalezas y debilidades. Entre los
mas destacados se encuentran la electroforesis de campos pulsados (PFGE), tipificacion
del gen spa, tipificacion de secuencias de locus multiple (MLST), el anélisis de perfil de
plasmido, polimorfismo de longitud de fragmento de restriccion (RFLP), analisis (MLVA),
y el analisis de toda la secuencia del genoma ADN (Struelens et al, 2009; Kuroda et al.,
2001).

La electroforesis de campos pulsados (PFGE), es una poderosa técnica de
genotipificacion utilizada para separar grandes moléculas de ADN (ADN gendmico
completo), después de una macrorestriccion (corte con una enzima de restriccion en
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varios puntos del genoma) y la separacion de fragmentos mediante la aplicacién de un
campo eléctrico; siendo esta técnica una buena representacion de todo el cromosoma
bacteriano, porque proporciona fragmentos de ADN claramente diferenciados (Sharma-
Kuinkel et al., 2016). Una de las fortalezas de la técnica es que presenta un alto poder
discriminatorio (Struelens et al, 2009). Castafieda et al., (2011) mostré una estrecha
relacion de cepas de campo de S. aureus, responsables de mastitis en el occidente de
México; sugiriendo que clones estrechamente relacionados de S. aureus son los
responsables de la mayoria de las infecciones intramamarias, provocadas en el estado
de Jalisco (Castafieda et al., 2018). Marqués et al., (2013) observaron en Brasil una
marcada diversidad de clones de S. aureus, detectando seis perfiles genéticos distintos
mediante la electroforesis de campos pulsados (PFGE). (Kuroda et al., 2001; Sato et
al.,2017) encontraron variaciones genéticas de hasta 30% de 41 cepas de S. aureus,
aisladas en Japon de vacas con mastitis, humanos y en carne destinada a la venta. (Can
et al., 2017), obtuvieron una variacion de alrededor del 25% de la totalidad de muestras
obtenidas de muestras de carne, leche cruda, queso, carne y pollo en Turquia. Las cepas
obtenidas de leche de vaca cruda presentaron una similitud del 90%.

Soélo una investigacion exhaustiva nos ayudara a comprender la epidemiologia del
patégeno S. aureus, y puede ayudar a controlar la enfermedad y/o producir una vacuna,
minimizando su amenaza. Para este propadsito, varias herramientas de biologia molecular
han sido desarrolladas para su uso en estudios epidemioldgicos moleculares avanzados,
como las utilizadas en la presente investigacion de S. aureus.

MATERIAL Y METODOS

Muestreo. Se realizd un estudio transversal con un muestreo aleatorio en 27 establos
pertenecientes a los 10 municipios: Acatic, Arandas, Atotonilco el Alto, Encarnacion de
Diaz, la Barca, Lagos de Moreno, Tepatitlan de Morelos, San Juan de los Lagos, San
Miguel el Alto y Tototlan, considerados los mayores productores de leche del estado de
Jalisco, México.

El nUmero de animales muestreados fue proporcional a la poblacion de vacas de cada
municipio, en una relacién de 1 a 900 aproximadamente. El tamafio de los establos se
clasifico por el nimero de vacas en produccion, que al momento del muestreo presentaba
cada establo, y con base a esto se determind el niumero de vacas a muestrear en cada
uno (tabla 1). El nimero total de vacas a muestrear se determind con la formula empleada
para poblaciones infinitas o muy grandes (Gamboa, 2017), dando como resultado 335
vacas.

Deteccion de mastitis. Se utilizé la prueba de California como prueba de campo para la
determinacion de la frecuencia de mastitis subclinica; se realizé antes del ordefio del
animal, después de eliminarse los primeros chorros de leche; tomandose una muestra
aproximada de 2 mL y aplicando una cantidad similar del reactivo de California Mastitis
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Test (CMT), por sus siglas en inglés; siguiendo el procedimiento propuesto por (Barnum
y Newbould, 1961), después de unos movimientos circulares de la mezcla se procedio
inmediatamente a su interpretacion.

Tabla 1. Clasificacién de establos por su tamafio (nimero de vacas en produccién)

Tamafio del establo No. De Vacas en produccion No. de Vacas a muestrear
Chico <25 <M
Mediano 26 a 99 12a15
Grande >100 16 a 20

El cultivo bacteriolégico, las pruebas bioquimicas, la técnica de PCR; asi como la
electroforesis de campos pulsados se realizaron en el laboratorio de mastitis y biologia
molecular del Centro Universitario de Ciencias Biologicas y Agropecuarias (CUCBA) de
la Universidad de Guadalajara, el cual se encuentra ubicado en el municipio de Zapopan
del estado de Jalisco. Las 1,325 muestras de leche se cultivaron en cajas de Petri, con
contenido de agar sangre adicionado con sangre de borrego al 5%, inoculando alrededor
de 0.01 mL de leche por cada muestra.

Identificacidén presuntiva de S. aureus. Se empez6 con la identificacion mediante la
observacion de las caracteristicas propias de la colonia (presencia y tipo de hemolisis,
color y textura). Después se procedié a realizar las siguientes 3 pruebas bioquimicas:
Prueba de coagulasa en tubo (Sperber y Tatini., 1975), prueba de sal manitol (Cervantes-
Garcia et al., 2014) y prueba de DNasa (Menzies, 1977).

Identificacion molecular de S. aureus. Se utilizo la técnica de reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR), ya que permite la identificacion de patdgenos proporcionando una
alta sensibilidad y especificidad, siendo la prueba estandar de oro para la identificacion
de especies (El-Sayed et al., 2017).

Extraccién del ADN. Se realizé el método de extraccion con lisoestafina propuesto por
Chapaval et al., (2008), con algunas modificaciones. De los cultivos de S. aureus
sembrados en agar sangre de 18 - 24 horas en incubacion, se tomaron 2 asadas y se
depositaron en 200 pL de una solucion de TE (10 mM Tris - 1 mM EDTA), pH 8.
Posteriormente se afiadio 2 pL de lisoestafina (1 mg/mL) y se incubd por 2 horas a 37 °C,
se le afiadieron 200 pL de la mezcla fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25-24-1), se
agitdé a velocidad alta (3,000 rpm) en vortex por 3 segundos y se metio a centrifugar a
12,000 rpm por 10 minutos; se pas6 150 uL del sobrenadante a otro tubo y se le afiadio
60 pL de NaCl 5 My 300 pL de etanol al 96% y se metio a -20 °C por 2 h para precipitar
el ADN. Posteriormente se centrifugé a 12,000 rpm. por 15 min y se descarto el
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sobrenadante, teniendo cuidado de no descartar el pellet formado. Después se afiadid
200 pL de etanol al 70% y se centrifugd a 12,000 rpm por 10 minutos, descartando el
etanol. Se mantuvieron los tubos abiertos frente al mechero por 30 min para que
evaporaran los restos de etanol. Por altimo, se colocaron 50 pL de TE, pH 8.

Primersy Programa de PCR .
Se utilizaron los siguientes primers para la amplificacion del gen 23 rDNA

Secuencia 5’ (ACG GAG TTA CAA AGG ACG AC)
Secuencia 3’ (AGC TCA GCC TTA ACG AGT AC)

Y para la amplificacion del gen se utilizo el siguiente programa:

Etapa 1 (1 ciclo): paso 1. Desnaturalizacion (94 °C por 5 min)

Etapa 2 (37 ciclos): paso 1. Desnaturalizacion (94 °C por 40 s)
Paso 2. Alineamiento (58 °C por 60 s)
Paso 3. Extension (72 °C por 75 s)

Etapa 3 (1 ciclo): paso 1. Extension (72 °C por 5 min) (El-Sayed et al., 2006b).

Electroforesis. Para la electroforesis se usé un gel de agarosa al 1%, el cual se corri6 a
70 v por 40 min, utilizando el buffer TBE 1x (89 mM Tris - 89 mM Borato - 2 mM
E.D.T.A), pH 8.

Determinacion de la variacién genética. Se utilizd la técnica de electroforesis de
campos pulsados (PFGE), por sus siglas en inglés, misma técnica utilizada por Sato et
al., (2017), para la determinacion de la variabilidad genética de S. aureus. Solo las cepas
diagnosticadas positivas a S. aureus, mediante PCR fueron consideradas para la
determinacién de la variacion genética. En total se seleccionaron 32 cepas de S. aureus.

Se elabord la técnica utilizada por Castafieda et al., (2011), con algunas modificaciones.
Se inocularon las cepas en placas de agar sangre y se incubaron a 37 °C durante 18
horas. De cada cepa bacteriana se tomo una azada del cultivo y se suspendié en 200 pL
de la solucién PIV (0,01 mM Tris, 1M NaCl) pH 8, y se ajustd a una densidad optica de
1.5 con un nivel de absorbancia de 610 nm. De esta solucion se tomaron 60 uL de cada
muestra y se mezclaron con 60 pL de agarosa al 1% (disuelta en TE), conservada a una
temperatura de 45 °C. Posteriormente se pasaron a un compartimento del molde para
bloques y se esperaron unos 15 minutos a que solidificaran. Los bloques se pasaron a
un tubo de 1.5 mL que contenia: 0.5 mL de la solucion de lisis (6 mM Tris - 1 M NacCl -
100 mM E.D.T.A - 0.2% desoxicolato sodico - 0.5% sarcosyl), 25 uL de brij 58 (al 10%),
5 pL de lisozima (50 mg/mL), y 5 pL de lisoestafina (1 mg/mL); se mezclé y se incubaron
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a 37°C durante 21 horas. Se decantd la solucion y se sustituyé por 0.5 mL de la solucion
ES (500 mM E.D.T.A - 1% sarcosyl) y se agregaron 25 pL de proteinasa K (20 mg/mL).
Se incubaron a 56 °C durante 21 h. Se decanté la solucion ES vy los bloques se lavaron
5 veces, agitandose de manera suave por 20 min con 10 mL de TE (10 mM Tris - 1 mM
EDTA) por cada lavado. Se cort6 una rebanada de 3 mm de cada bloque.

Para la digestion se agregaron 100 pL de la solucion para restriccion: agua 87.75 pL,
buffer (10x) 10 uL, enzima Smal 1.25 pL (12.5 U por muestra) y albumina de suero de
bovino (BSA) 1 pL. Se dej6 incubar 3 horas a 25 °C. Posteriormente las rebanadas se
colocaron en el interior de un gel de agarosa al 1% en TBE 0.5x pH 8. Se realiz6 la
electroforesis en 7 L 0.5x TBE pH 8 en el aparato Chef-DR Il (Bio-Rad).

El programa utilizado fue: Voltaje 6 V / cm, temperatura 14 °C; tiempo inicial 5 s; tiempo
final 40 s; y duracion 21 h. Posteriormente, el gel se tifid y se capturd la imagen en un
fotodocumentador.

La determinacion de la variacion genética se realiz6 analizando las imagenes de los
geles, obtenidos mediante la técnica PFGE, a partir de dendrogramas para la
determinacion del parentesco, con la ayuda del software Bionumerics® (Applied Maths,
Kortrijk, Belgium). Se utilizé el coeficiente de correlacion de Dice y el algoritmo de
agrupacion de promedio matematico del grupo de pares no ponderado (UPGMA). Se
elaboré un dendrograma de similitud del total de las muestras y otros 3 dendrogramas
(uno por cada region muestreada). Los porcentajes de similitud genética se pudieron
obtener con la elaboracion de los dendrogramas.

RESULTADOS

Frecuencia de mastitis. De las 1,340 glandulas mamarias correspondientes a las 335
vacas muestreadas, se obtuvieron los siguientes resultados. Analizando 1,325 glandulas
mamarias funcionales y 15 glandulas ciegas (no funcionales), se observé una frecuencia
del 42.71% de mastitis, de la cual la mastitis clinica represent6 el 2.26% y de la mastitis
subclinica el 40.45%.

Frecuencia de agentes etioldgicos. De las 1,325 muestras recolectadas de leche se
obtuvo un crecimiento positivo de S. aureus en 130 muestras (correspondientes al 9%
del total) y un crecimiento de 261 de estafilococos coagulasa negativo (18% del total).
Por lo que refleja la importancia del género Staphylococcus spp, ya que represento un
crecimiento del 27% del total de las muestras.

Variacion genética de S. aureus mediante la técnica de electroforesis de campos
pulsados (PFGE). Se obtuvieron los siguientes perfiles genéticos (pulsotipos) de 32
cepas de S. aureus representativas aisladas de establos mediante la técnica de PFGE
(figura 1).
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Figura 1. Electroforesis de campos pulsados del ADN (después de la digestidon con la enzima de
restriccion smal) de las 32 cepas de S. aureus aisladas de vacas lecheras del estado de Jalisco.
Donde M= Marcador de peso molecular de 48.5kb a 1,018kb (New England Biolabs), Ref= Cepa de
referencia S. aureus (ATCC 25923) y numero del 1 al 38= al total de cepas aisladas (32).

Se elaboraron dendrogramas para la determinacion de la variacion genética de S. aureus.
Los 32 pulsotipos de las cepas estudiadas se agruparon en 12 diferentes agrupaciones
de pulsotipos, con un 95% o mas de similitud genética dentro de cada grupo de
pulsotipos.

Se obtuvo un porcentaje de similitud genética del 85.1%, lo que corresponde al 14.9% de
variacion genética de los 32 pulsotipos de cepas aisladas, de los 10 municipios
muestreados del estado de Jalisco. La agrupacién de pulso tipos (p3), fue el mayormente
encontrado agrupando al 25% (8/32) del total de los pulsotipos de las cepas analizadas
(figura 2).



ABANICO VETERINARIO ISSN 2448-6132 abanicoacademico.mx/revistasabanico/index.php/abanico-veterinario

95 % de similitud genética Agrupacién de pulsotipos con el

PFGE 95% o mas de similitud genética (P 2rans
o -~ = g (P)  # Establo, Vaca, Municipio

P1 24,9 Dl a Lagos de...
P1 24,14 TD Lagos de...
P2 6, 10 DD Tepatitlan

P2 7,1 DD San Miguel el...
P3 4,12 Tl Tototlan

P3 4,12 DD Tototlan

P3 3,47TD San Juan de...
P3 3, 7Tl San Juan de...
P3 21,1DD La Barca

P3 6, 3 TD a Tepatitlan

P3 5, 1 Tl Atotonilco el alto
P3 5, 7 Tl Atotonilco el alto
P4 21,8 DD LaBarca

P5 10, 10 DI a Tototlan
27,1 7D Lagos de M...
P7 15, 5 TD San Juan de...
P8 1,9 Tl a Arandas

P8 10. 1 DD Tototlan

P8 9,9 DD San Miguel el...
P9 7,4 DD San Miguel el...
Pa 15, 7 DI San Juan de...
Pg 13,1 DD San Juan de...
P10 | 13,7 Tib San Juan de...
P10 | 14,11 TI Encamacion...
P10 | 26,4 DD Lagos de...
P10 | 26,11 DD Lagos de...
P10 | 14,14 DD Encarnacion...
P11 19, 3 Tl Atotonilco

P11 | 19,4 Tl Atotonilco

P11 | 1 1DD Arandas

P11 | 2,7 DlAcatic

n12 | 27,6 DD Lagos de ...

91.2

888

91.6

Figura 2. Dendrograma de los pulsotipos de las 32 cepas de S. aureus aisladas en diferentes
regiones del estado de Jalisco

En el dendrograma de los pulsotipos de las cepas aisladas de la regién Altos Norte, se
observd un 84.9% de similitud genética, lo que corresponde a el 15.1% de variacion
genética de las 14 cepas aisladas de los municipios de Encarnacion de Diaz, Lagos de
Moreno y San Juan de los Lagos (figura 3).
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Figura 3. Dendrograma de los pulsotipos de 14 cepas de S. aureus aisladas en laregién Altos
Norte del estado de Jalisco

En el dendrograma de los pulsotipos de las cepas aisladas de la region Altos Sur, se
observo un 89.8% de similitud genética, lo que corresponde a el 10.2% de variacion
genética de las 8 cepas aisladas de los municipios de Acatic, Arandas, San Miguel el alto
y Tepatitlan de Morelos (figura 4).

PFGE S. aureus
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Figura 4. Dendrograma de los pulsotipos de 8 cepas de S. aureus aisladas en la region Altos Sur
del estado de Jalisco

En el dendrograma de los pulsotipos de las cepas aisladas de la region Ciénega, se
observé un porcentaje del 90.2% de similitud genética, lo que corresponde a el 9.8% de
variacion genética de las 10 cepas aisladas de los municipios de Atotonilco el Alto, la
Barca y Tototlan (figura 5).
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Figura 5. Dendrograma de los pulsotipos de 10 cepas de S. aureus aisladas en la regién Ciénega
del estado de Jalisco

Dentro de la relacidn de las caracteristicas morfolégicas de las cepas estudiadas con su
perfil genético (pulsotipo) en la técnica de la variacion genética, se pudo observar que las
cepas de S. aureus que resultaron idénticas en la técnica de PFGE (similitud del 100%)
presentaron caracteristicas morfologicas idénticas. Mientras que la cepa (38. 27, 6 DD)
resaltd de todas las demas en su cultivo, ya que mostré una pronunciada hemolisis beta
de 15 mm; de igual forma fue la cepa que presentd el pulsotipo con la mayor variacion
genética en la técnica de PFGE.

DISCUSION

A partir de los hallazgos encontrados se establece que se encuentran variaciones
genéticas mayores a un 10% de Staphylococcus aureus aislados de vacas lecheras del
estado de Jalisco, encontrdndose el 14.9% de variacion genética entre las 32 cepas
analizadas en este estudio. Los resultados relacionados con la variacibn genética
observados en el presente trabajo son similares a los citados por Can et al., (2017),
guienes encontraron una relacién genética del 90% de cepas aisladas de leche cruda de
vaca en Turguia, lo que corresponde al 10% de variacidon genética. En ese mismo estudio
se analizaron en conjunto las cepas de S. aureus obtenidas de muestras de leche cruda
de vaca, muestras de carne, queso y pollo en Turquia; en donde la variacion genética
aumento hasta un 25%, lo que supone que existen tipos de perfiles genéticos similares
genéticamente en las muestras de leche; quizas debido a que los S. aureus aislados de
leche presentan un genotipo relativamente similar, ya que requieren de las mismas
caracteristicas que les permita estar adaptados, tanto dentro como fuera de la glandula
mamaria.

Los resultados mostrados en este estudio son similares a los resultados realizados por
Castafneda et al., (2011), quienes concluyeron que existe una estrecha relacion genética
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de S. aureus, responsables de mastitis; sugiriendo que clones estrechamente
relacionados de S. aureus, son los responsables de la mayoria de las infecciones
intramamarias provocadas en el estado de Jalisco. Sin embargo difieren de los resultados
generados con los obtenidos por Sato et al., (2017), quienes encontraron variaciones
genéticas de hasta el 30% de 41 cepas de S. aureus aisladas en Japon; tal vez debido a
gue se tomaran ademas cepas aisladas de humanos y de carne destinada a la venta; por
lo que parece comprensible el alto porcentaje de variacion mostrado, ya que las cepas
suelen desarrollar caracteristicas elementales que le permiten adaptarse a las
condiciones del sitio de donde son aisladas.

Aunqgue en la frecuencia de mastitis se obtuvo un porcentaje alto (42.71%) en las vacas
muestreadas, solo alrededor del 20% de las glandulas mamarias muestreadas representé
a la mastitis clinica y a los grados 2 y 3 de la mastitis subclinica; por lo que alrededor del
80% de las glandulas se identificaron como negativo a mastitis y a mastitis subclinica
grado 1. Por otra parte en un estudio realizado por Manjarrez et al., 2012, encontré una
frecuencia mayor de mastitis en el estado de México; quienes citan un 6.1% de mastitis
clinica y un 48.3% de mastitis subclinica, siendo esto comprensible ya que se
muestrearon solo establos pequefios de tipo familiar, que presentaban poco nivel de
tecnificacion; lo que representa deficiencias en la técnica de ordefio y poco control de la
mastitis, defiriendo del muestreo de nuestro estudio en el cual se eligieron ademas de
establos familiares, establos semitecnificados y tecnificados; por lo que result6 menor la
frecuencia de mastitis obtenida en nuestro estudio.

Por otro lado Yera y Ramirez, 2016, registraron una frecuencia de aparicion de S. aureus

del 8.75% en vacas mestizas Holstein x Cebu, frecuencia menor a la obtenida que fue
del 9.8%; quizas por una mejor resistencia a la infeccion de los animales muestreados al
ser animales hibridos. Boscan et al., (2009), observé una frecuencia de aparicion de S.
aureus del 12.15%, mayor a la presentada en este estudio, difiriendo ademas de la
metodologia de muestreo, ya que se tomaron muestras de leche sélo en vacas
diagnosticadas con mastitis subclinica y que se encontraban en el inicio del periodo seco.
Castafieda et al., (2013), en el estado de Jalisco, mostré una frecuencia de S. aureus a
nivel de establo del 100%, siendo la frecuencia mas elevada a la mostrada, que fue del
66.7%; probablemente debido a que en ese estudio s6lo se sembro leche perteneciente
de glandulas diagnosticadas con mastitis; caso contrario a nuestro estudio, el cual se
sembraron todas las muestras de leche sin importar su resultado en el diagnostico de
mastitis.

CONCLUSIONES

La agrupacion de pulsotipos P3 de S. aureus represento el 25% del total de los perfiles
genéticos (pulsotipos) de las cepas aisladas (8/32), estando presente en todas las
regiones que se muestrearon de Jalisco. La variacidbn genética comparada con la
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variacion morfolégica resulté idéntica. Asimismo, las cepas aisladas dentro de un mismo
establo presentaron una notable similitud genética, llegando al 100% de similitud en
varios establos. Los resultados del presente estudio aportan informacién valiosa que
puede ser complementaria en el area de la epidemiologia molecular necesaria para el
control, tratamiento y para la produccién de vacunas necesarias para la mastitis causada
por S. aureus.
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