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Resumen. La mastitis es una enfermedad multifactorial originada por interacción 
entre el agente etiológico, el hospedador y el medio ambiente, ocasionando gran-
des pérdidas económicas. Streptococcus uberis es el principal patógeno estrep-
tocóccico ambiental responsable de mastitis clínicas y subclínicas. Los métodos 
precisos y rentables para identificar los patógenos de la mastitis son importantes 
para el diagnóstico, la vigilancia y el control de esta enfermedad. El objetivo de 
este trabajo fue realizar una identificación preliminar de aislamientos de Strep. 
uberis basada en 4 pruebas bioquímicas y su posterior confirmación mediante la 
detección del gen pauA, utilizando la técnica de espectrometría de masas (MAL-
DI-TOF) como prueba de oro. Las colonias de cocos Gram positivos en cadenas, 
catalasa negativos fueron identificadas Strep. uberis mediante MALDI-TOF. Todos 
los aislamientos fueron identificados presuntivamente como Strep. uberis en base 
a las pruebas bioquímicas de hidrólisis de hipurato, hidrólisis de esculina, creci-
miento en cloruro de sodio 6,5% y en bilis. Posteriormente, se amplificó el gen 
pauA en los aislamientos para confirmar la pertenencia a la especie, detectando 
en 32 de los 34 (94,11%) aislamientos la presencia del amplicón del gen pauA. Los 
resultados del presente estudio demuestran que la combinación de cuatro prue-
bas convencionales para realizar una identificación preliminar y su confirmación 
mediante la amplificación del gen pauA mediante PCR permiten la identificación 
de Strep. uberis aislados de leche de casos de mastitis bovina. 
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precisas y carecen de la subjetividad asociada con la 
interpretación de las pruebas bioquímicas (Kawata 
et al., 2004; Raemy et al., 2013). La espectrometría 
de masas MALDI-TOF (en español: desorción láser 
asistida por la matriz con detección de masas por 
tiempo de vuelo; MALDI-TOF MS, Bruker®) permite 
el análisis de biomoléculas como proteínas y pépti-
dos a partir de colonias generando un espectro de 
masas específico para cada especie. En los últimos 
años se ha convertido en una herramienta confiable 
y rápida para la identificación de microorganismos 
causantes de mastitis bovina, aunque de costo ele-
vado hasta amortizar el valor del equipo (Barreiro et 
al., 2010; Raemy et al., 2013; Archer et al., 2017). El 
objetivo de este trabajo fue realizar una identifica-
ción preliminar de aislamientos de Strep. uberis ba-
sada en cuatro pruebas bioquímicas y su confirma-
ción mediante la detección del gen pauA, utilizando 
la técnica de espectrometría de masas (MALDI-TOF) 
como prueba de oro. 

Un total de 34 aislamientos de Strep. uberis prove-
nientes de 17 establecimientos pertenecientes a la 
cuenca lechera central de Argentina (Buenos Aires, 
Córdoba y Santa Fe), fueron aislados de cuartos ma-
marios de vacas con mastitis (RCS > 250.000 cél/

La mastitis es una enfermedad multifactorial que se 
origina por interacción entre el agente etiológico, el 
hospedador y el medio ambiente. La misma es alta-
mente prevalente en el ganado bovino, ocasionando 
significativas pérdidas económicas debido a la dismi-
nución de la calidad y cantidad de leche producida 
(Vissio et al., 2012; Hadrich et al., 2018). Streptococ-
cus uberis es un importante patógeno ambiental im-
plicado en la mastitis bovina y está asociado con in-
fecciones intramamarias clínicas y subclínicas, tanto 
en el período de lactancia como en vacas no lactan-
tes (Khan et al., 2003; Calvinho y Tirante, 2005). Los 
métodos precisos y rentables para identificar los pa-
tógenos de la mastitis son importantes para el diag-
nóstico, la vigilancia y el control de esta enfermedad 
(Leigh, 1999). Los cocos gram-positivos, catalasa-ne-
gativos, con capacidad de hidrolizar la esculina, ais-
lados de casos clínicos y subclínicos se clasifican 
comúnmente como Strep. uberis en los laboratorios 
de diagnóstico de rutina considerando el elevado 
número de muestras que procesan y el tiempo que 
demandan las pruebas convencionales (Fortin et al., 
2003; Khan et al., 2003; Odierno et al., 2006). Las 
técnicas de diagnóstico molecular utilizadas en la 
identificación bacteriana a nivel de especie son más 
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of pauA gen in 32 of the 34 isolates (94.11%). The results of the present study 
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ml) en placas de agar sangre ovina 5%. Las colonias 
fueron identificadas presuntivamente como estrep-
tococos por su apariencia colonial, reacción positiva 
a la tinción de Gram y prueba de catalasa negativa 
(Hogan y Smith, 2012) y conservadas a -20°C en cal-
do para estreptococos (triptona 1,5%, peptona de 
carne 0,3%, cloruro de sodio 0,5%, fosfato dipotásico 
0,75%, extracto de levadura 0,75%, sacarosa 0,5%) 
(Britania, BA, Argentina), adicionado con 20% de 
glicerol. Además, se incluyeron en el estudio las ce-
pas Streptococcus uberis ATCC 27958 como control 
positivo y Streptococcus agalactiae ATCC 27956 y 
Streptococcus dysgalactiae subsp dysgalactiae ATCC 
27957 como controles negativos. Para la identifica-
ción convencional de aislamientos de Strep. uberis 
se seleccionaron cuatro pruebas bioquímicas, hidró-
lisis de hipurato y de esculina, y crecimiento en bilis 
y en cloruro de sodio al 6,5% (NMC, 2004). La hidró-
lisis de hipurato se llevó a cabo utilizando caldo Todd 
Hewitt (THB) (Britania, BA, Argentina) suplementado 
con 0,4% de hipurato. La hidrólisis de esculina se en-
sayó en agar con esculina al 1% (Britania, BA, Argen-
tina). El crecimiento en bilis se determinó en agar 
bilis-esculina (Britania, BA, Argentina), mientras que 
el crecimiento en cloruro de sodio al 6,5% se evaluó 
en THB adicionado con la sal. La identificación mole-
cular se realizó mediante amplificación por PCR del 
gen pauA, tal como describe Raemy et al. (2013) (Ta-
bla 1). Previamente se realizó una extracción de ADN 
genómico utilizando el Kit de purificación de ADN 
Wizard (Promega, EUA), siguiendo las instrucciones 
del fabricante. Cada reacción de PCR se llevó a cabo 
en un volumen final de 25 μl conteniendo 20 ng de 
ADN molde, buffer GoTaq Green 1X, 3,5 mM MgCl2, 
1 μM de cada cebador, 0,2 mM de cada dNTP, 1,5 
U de ADN Taq Polimerasa y agua libre de nucleasas 
(Promega, EUA). En todos los ensayos se realizó un 
control negativo. La amplificación fue llevada a cabo 
en un Termociclador PTC-220 (MJ Research Inc.).

Gen Secuencia del cebador Tamaño del  
producto Programa

pauA
5’ TGATTCCGACTACTACGCTAGAT 3’

5’ ATACTTTGAGTTTCACCGAGTTC 3’
723 pb 30 (94°C 60 s - 54°C 45 s - 72°C 45 s)

Tabla 1. Secuencia de los cebadores, tamaño del producto de amplificación del gen pauA y programa para reacción 
de PCR

La técnica de MALDI-TOF basada en perfiles pro-
teómicos específicos fue utilizada como prueba de 
oro y realizada en el Laboratorio de Microbiología 
del Hospital Privado Universitario de Córdoba. Bre-
vemente, una o dos colonias aisladas de cada aisla-
miento cultivadas 18 h en TSA fueron suspendidas 
en etanol 70%. Se añadió una solución de ácido 
fórmico 70% y acetonitrilo 1: 1 al precipitado. Las 
muestras se procesaron en un espectrómetro de 
masas Ultraflex MALDI-TOF (Bruker Daltonics, Bre-
men, Alemania) con un software de control flexible 
(Bruker Daltonics) operado en modo lineal y equi-
pado con un láser de nitrógeno de 337 nm. El análi-
sis de los espectros se realizó con el programa Flex 
Control 3.4, y se utilizó el programa de identificación 
y la base de datos Biotyper 3.1. Un score de 2,300 
a 3,000 se consideró identificación de especie con 
alto nivel de confianza (+++), mientras que un valor 
de 2,000 a 2,299 se consideró solo como identifica-
ción segura del género, con identificación probable 
de la especie (++). El rango de valores de 1,700 a 
1,999 indicaba identificación probable del género 
(+). Un score <1,70 se consideró una identificación 
inaceptable (-). Del análisis de los aislamientos del 
presente estudio, los 34 mostraron scores de 2 a 
2,299 (+++). En relación a los datos de cepas carga-
dos en la librería interna del software, las 3 cepas 
de S. uberis de la base de datos presentaron scores 
correspondientes a los rangos de calidad (+++), y 
las cepas Strep agalactiae, Strep. dysgalactiae spp. 
dysgalactiae, Streptococcus dysgalactiae ssp equi-
similis, Streptococcus equinus, Streptococcus equi 
ssp zooepidemicus, Streptococcus equi ssp equi, 
Streptococcus canis, Streptococcus porcinus, Strep-
tococcus ovis, Streptococcus pyogenes, Streptococ-
cus oralis, Staphylococcus aureus, Staph. aureus ssp 
aureus, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus pa-
racasei ssp paracasei, Lactobacillus plantarum ssp 
plantarum, presentaron scores correspondientes 
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(Perrig et al., 2015), como en otros países (Rosey 
et al., 1999; Khan et al., 2003). Un análisis in sílico 
(Datos inéditos) realizado en el presente estudio 
reveló un alto grado de conservación en la secuen-
cia nucleotídica del gen pauA y su correspondiente 
proteína PauA, indicando que se puede utilizar di-
cho gen como marcador putativo de especie. Este 
resultado coincide con la elevada identidad (> 95%) 
demostrada en las secuencias de los nucleótidos de 
20 aislamientos de Strep. uberis, con respecto a las 
55 secuencias registradas en GenBank y a las 30 se-
cuencias registradas en la base de datos de Food Mi-
crobe Tracker (Perrig et al., 2015). En consecuencia, 
la ausencia del amplicón pauA detectada en dos de 
los aislamientos en el presente estudio puede de-
berse a la ausencia del gen. Si bien los resultados 
son similares a los datos obtenidos por Raemy et 
al. (2013), quienes demostraron que el gen pauA 
permitió identificar el 100% de 40 aislamientos de 
Strep. uberis, nosotros proponemos seleccionar en 
estudios futuros un gen altamente conservado de 
Strep. uberis que pueda encontrarse en el 100% de 
los aislamientos. Los resultados del presente estu-
dio demuestran que la combinación de cuatro prue-
bas microbiológicas convencionales para realizar 
una identificación preliminar y su confirmación me-
diante la amplificación del gen pauA mediante PCR 
permiten la identificación de Strep. uberis aislados 
de muestras de leche de casos de mastitis bovina. 
Este esquema es de utilidad en laboratorios de diag-
nóstico veterinario debido a su costo accesible que 
permite obtener resultados de manera fácil y con-
fiable, con el fin de mejorar la condición sanitaria de 
los establecimientos lecheros. 

a los rangos de calidad (-). El score presentado por 
cada aislamiento fue comparado a aquellos exhibi-
dos por las cepas antes mencionadas, confirmando 
de esta manera que los 34 aislamientos pertenecían 
a la categoría A lo cual indica consistencia a nivel de 
la especie Strep. uberis. La técnica MALDI-TOF resul-
tó ser una herramienta confiable y rápida para iden-
tificar aislamientos de Strep. uberis en coincidencia 
con lo informado por Raemy et al. (2013) y Archer et 
al. (2017). Luego, los aislamientos fueron ensayados 
para su clasificación a nivel de especie en base a las 
pruebas bioquímicas de hidrólisis de hipurato, hi-
drólisis de esculina, crecimiento en cloruro de sodio 
6,5% y en bilis, seleccionadas con el fin de reducir 
el número de pruebas bioquímicas propuestas por 
otros autores (Fortin et al., 2003; Khan et al., 2003; 
Odierno et al., 2006; Raemy et al., 2013). Estas per-
miten diferenciar las principales especies de Strep-
tococcus causantes de mastitis bovina, Strep. uberis, 
Strep. agalactiae y Strep. dysgalactiae, de acuerdo a 
lo establecido por NMC (2004). Los 34 aislamientos 
se identificaron presuntivamente como Strep. ube-
ris por ser positivos para la hidrólisis de la esculina 
y del hipurato, y negativos para el crecimiento en 
NaCl 6,5% y en agar bilis-esculina (NMC, 2004), en 
coincidencia con el perfil bioquímico exhibido por 
la cepa Strep. uberis ATCC 27958. Posteriormente, 
se confirmó la identificación a nivel de especie me-
diante la amplificación del gen pauA por PCR. Los 
resultados mostraron que el 94,11% (32/34) de los 
aislamientos de Strep. uberis evidenciaron una úni-
ca banda de 723 pb correspondiente al producto es-
perado, determinada en base al marcador de peso 
molecular de 100 pb mediante electroforesis en gel 
de agarosa 1% (Figura 1). 

En este sentido, este resultado coincide con la ele-
vada prevalencia del gen pauA descripta en la mayo-
ría de los estudios realizados tanto en nuestro país 

Figura 1. Amplificación del gen pauA de 34 aislamientos de Streptococcus uberis; MPM marcador de peso molecular 
de 100bp; - Control negativo.
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