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RESUMEN

La mastitis es la inflamación de la glándula mamaria, caracterizada por cambios físicos y químicos de la le-
che y por alteraciones patológicas del epitelio glandular. La mastitis es el resultado de la interacción de va-
rios factores tales como: manejo e higiene de los animales durante la ordeña, susceptibilidad de las vacas, ca-
racterísticas ambientales, y la presencia de microorganismos. Se han descrito más de 140 microorganismos
que causan mastitis, siendo el Staphylococcus aureus uno de los principales. En la mayoría de los casos re-
sulta difícil su erradicación y los microorganismos con facilidad desarrollan resistencia a las terapias con an-
tibióticos. La tecnología del ADN recombinante y la biotecnología han puesto a disposición de los científi-
cos nuevas herramientas para el tratamiento de esta enfermedad, abordando la misma desde el punto de vis-
ta de la eliminación del agente microbiológico causal. De este modo, la clonación y expresión de genes con
actividad bactericida contra S. Aureus, la transgénesis asociada a la clonación somática, la terapia génica y el
uso de bacteriófagos, son las más relevantes armas modernas para el control de la mastitis en el ganado bo-
vino. Su estado actual de desarrollo y posibilidades reales de uso son el objetivo de esta revisión.

Palabras claves: Lisostafina, terapia génica, Lys K, mamíferos transgénicos, leche.

ABSTRACT

Mastitis is a pathological inflammation of the lactating mammary gland, it is characterised by changes in
physical and chemical composition of milk, as well as by pathological changes of the udder. Mastitis is the
result of a combined action of several factors, including: handling and hygiene of the udder during the pro-
cess of milking, individual susceptibility of cattle, environmental conditions and the presence of microorga-
nisms. There are at least 140 microorganisms known to cause mastitis, among them the most important is
Staphylococcus aureus. In most cases, it is almost impossible to completely eliminate the causative agent of
mastitis, and the microorganisms, trend to develop resistance to antibiotics.  Recombinant DNA technology
had made it possible to develop new tools for the combat against mastitis, focusing on the elimination of the
microbial causative of the disease. In this way, cloning and expression of staphylolytic genes, such as lysos-
taphin and lys K have been used in attempts to treat mastitis. Transgenesis through somatic nuclear transfer
and local gene therapy are the most exciting ways to target the expression of those (and other) genes to the
mammary gland so that the staphylococci can be destroyed. The use of bacteriophages active in the mam-
mary gland against bacteria causing mastitis is another revolutionary approach. Author’s experience in using
cloning and gene therapy to target genes to the mammary gland as a potential way to treat mastitis as well
as relevant literature on the subject is discussed in this review.
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INTRODUCCION

Mastitis: inflamación patológica de la glándu-
la mamaria

Por mastitis se entiende la inflamación mama-
ria caracterizada por alteraciones patológicas
del epitelio glandular mamario, las cuales se re-
flejan en cambios físicos y químicos de la leche.
La magnitud de las lesiones y de la pérdida de
productividad láctea, así como la claridad de
los síntomas de inflamación, constituyen las ba-
ses para el diagnóstico clínico que puede divi-
dirlas en mastitis clínicas o subclínicas. La mas-
titis puede ser causada por agentes físicos o in-
fecciosos (Blood et al., 1992). Al menos 140 mi-
croorganismos que causan mastitis han sido re-
portados, la mayoría de los cuales son de difícil
erradicación (Philpot, 1999). No sólo los mi-
croorganismos son responsables de la mastitis,
ya que en realidad la enfermedad es el resulta-
do de la interacción y cooperación de varios
factores, entre los cuales destacan: la higiene y
el manejo de los animales, especialmente du-
rante la ordeña, las características del ambiente
productivo, susceptibilidad individual de las
vacas (Philpot, 1999).

La mastitis puede presentarse de forma sub-
clínica o clínica, aguda o crónica y gangrenosa.
Sus síntomas y signos varían desde una leve
reacción local, hasta grave toxemia (Blood et al.,
1992). Las formas más frecuentes de presenta-
ción son: la mastitis subclínica y la mastitis clí-
nica (Kruze, 1988; Philpot, 1999). La mastitis
subclínica es difícil de detectar, dado que la en-
fermedad transcurre sin provocar una inflama-
ción glandular visible, ni cambios organolépti-
cos de la leche, pero sí afecta su calidad físico-
química. Para la confirmación del diagnóstico
de mastitis subclínica se requieren análisis de
laboratorio y de calidad de la leche que detec-
ten la presencia de microorganismos causantes
o el recuento de células somáticas en el fluido
lácteo. La mastitis subclínica es entre 10-40 ve-
ces más frecuente que la clínica, a la cual usual-
mente precede. En muchos casos, tiene una alta
prevalencia, lo que repercute en cuantiosos da-
ños económicos (Philpot, 1999). Por su parte la
forma clínica de la enfermedad presenta mani-
festaciones externas obvias de naturaleza infla-
matoria en la glándula, detectables por análisis
clínico,  secreciones lácteas alteradas y reacción
sistémica (Kruze, 1988; Blood et al., 1992; Phil-
pot, 1999). En los procesos productivos vigentes
en la actualidad, la leche proveniente de estos

animales es automáticamente eliminada y los
animales sometidos a tratamiento con antibióti-
cos, los cuales en la mayoría de las veces no re-
dundan en la cura del animal, por lo que una
salida bastante común es el sacrificio del animal
enfermo. Para ambos casos de mastitis, el diag-
nóstico confirmatorio incluye el conteo de célu-
las somáticas en la leche. 

Recuento de células somáticas (RCS)

Uno de los indicadores más importantes para
comprobar el estado sanitario de la glándula
mamaria de un rebaño lechero es el recuento ce-
lular somático (Best, 1998). A medida que au-
menta el RCS mayor es el grado de inflamación
que presenta la glándula y esto va asociado a
una menor  calidad de la leche. Dentro del re-
cuento de células somáticas en la leche prevale-
cen dos poblaciones celulares: leucocitos y célu-
las epiteliales mamarias. Los primeros protegen
contra las infecciones mamarias y se agrupan
en macrófagos, linfocitos y polimorfonucleares
(PMN). Las células epiteliales mamarias están
presentes en menor cuantía en la leche. De mo-
do general se considera por debajo del límite
permisivo de inflamación cuando el recuento
de células es inferior a 250.000 células/mL. De
manera normal, la mayor parte de los cuartos
de las ubres poseen menos de 100.000 célu-
las/mL (Blood et al., 1992). 

Prevalencia de mastitis

La estimación de la prevalencia de la mastitis es
una tarea difícil y a menudo subestimada, ya
que el productor lechero por lo general registra
los casos de mastitis clínica. A nivel internacio-
nal los datos de prevalencia de mastitis subclí-
nicas no son habitualmente informados o se
desconocen con exactitud los porcentajes de
animales afectados Se conoce que los casos de
mastitis clínica a veces son 15 a 40 veces menos
frecuentes que la mastitis subclínica. Los ran-
gos de variación que se describen para la preva-
lencia de mastitis subclínica van desde un 30
hasta un 70%. A esto hay que sumarle la larga
duración y dificultad de detección de la enfer-
medad subclínica, por lo que se asume que
existe una marcada inexactitud en los datos re-
portados (Philpot y Nickerson, 1992). Respecto
a la prevalencia de mastitis en Chile, no se han
efectuado de manera sistemática estudios que
permitan determinar con exactitud la magnitud
del problema a nivel nacional o regional.
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Importancia económica de la mastitis

Según estudios realizados en los Estados Uni-
dos los costos para el productor lechero por
causa de la mastitis ascienden a 200 dólares por
vaca al año, lo cual se traduce en pérdidas
anuales para la industria lechera por sobre los 2
billones de dólares (Rainard, 2005), siendo la
mastitis una de las enfermedades de mayor im-
pacto económico para la actividad lechera (Mo-
raga, 1988; Philpot y Nickerson, 1992). Especial-
mente la mastitis subclínica, que transcurre de-
sapercibida en la mayoría de los casos, es la
causante de la mayor parte de las pérdidas. 

Según la mayoría de los autores, por lo me-
nos un 70% de las pérdidas económicas relacio-
nadas con la mastitis se expresan en mermas en
la producción de leche y eliminación de la leche
procedente de animales enfermos (Hoblet et al.,
1991; Philpot y Nickerson, 1992). Otros elemen-
tos de costo, de no menos importancia, son la
eliminación de leche contenedora de residuos
de antibióticos empleados en el tratamiento de
los animales, pérdida de valor genético por eli-
minación temprana de vacas y por ende encare-
cimiento del reemplazo, honorarios veterina-
rios, gastos en medicamentos, pagos de horas
extras y reducción del valor comercial de las va-
cas eliminadas (Morin et al., 1993; Philpot, 1999;
Agüero, 1995; Kruze, 1999).

La severidad de la lesión glandular está di-
rectamente relacionada con la disminución pro-
ductiva y con el recuento de células somáticas
en la leche. De este modo, Forster et al., tan tem-
prano como en 1967, y Blood et al., en 1992, tra-
zaron una relación entre las pérdidas económi-
cas y la severidad de la mastitis, que varió des-
de el 2,8% al 45% por cuarto, cada día, según el
grado de reacción al CMT (Test de California
para la Mastitis) y Philpot en 1999 concluyó que
las pérdidas de leche pueden ser de hasta un
2,5% por vaca, por cada 100 mil células somáti-
cas encontradas en la leche de los animales en-
fermos, por encima del umbral permitido de
200 mil células por mililitro.

En Chile se realizó un minucioso estudio
destinado a evaluar las pérdidas de leche aso-
ciadas al RCS. Se halló una reducción de 3,4%
en la producción de leche para vacas primípa-
ras por cada unidad de aumento en base al lo-
garitmo natural de RCS. En vacas multíparas, la
cifra fue de 3,7% (Pedraza et al., 1994). La reduc-
ción en la producción de leche se hizo estadísti-
camente significativa a partir del rango celular
de 200.000 - 500.000 cél/ml, alcanzando aproxi-

madamente a un 7%, tanto en primíparas como
en multíparas, incrementándose progresiva-
mente hasta un valor cercano al 20% para el
rango celular >5.000.000 cél/ml. Estos datos
esencialmente coinciden con los de Barría y Ja-
ra (2000).

La leche también sufre importantes alteracio-
nes en su composición en presencia de la enfer-
medad. Por ejemplo, en animales con mastitis
de ambos tipos está descrita la disminución en
el contenido de lactosa, caseína, grasa láctea,
sólidos no grasos, sólidos totales, calcio, fósforo
y potasio; y un incremento en la concentración
de inmunoglobulinas, cloruro de sodio, carbo-
nato de sodio, minerales trazas, ácidos grasos
libres y enzimas como plasmina, lactasa y lipa-
sa, además de un aumento del pH (Moraga,
1988; Philpot, 1999). 

No sólo se afecta la leche, sino que los pro-
ductos derivados de ella también suelen estar
afectados, debido a los cambios físico-químicos
de la leche, lo que se expresa en una menor es-
tabilidad y valor nutricional de la leche, mayor
facilidad para enranciarse, dificultad para la
elaboración de productos fermentados, merma
en los rendimientos, palatabilidad y por ende
en los costos de elaboración de quesos (Philpot
y Nickerson, 1992).

Patógenos mamarios

La mastitis puede ser causada por distintos mi-
croorganismos patógenos, como bacterias, mi-
coplasmas, hongos, algas y virus, siendo las
bacterias el grupo de mayor importancia (Phil-
pot, 1999). Los patógenos causantes de mastitis
suelen clasificarse en patógenos contagiosos,
ambientales u otros patógenos oportunistas.
Más del 95% de los cuadros de mastitis clínica y
subclínica son causados sólo por un pequeño
grupo de bacterias contagiosas, entre ellas
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae,
Streptococcus dysgalactiae y Streptococcus uberis
(Philpot y Nickerson, 1992). El porcentaje res-
tante corresponde a infecciones por coliformes,
especialmente E. coli, Klebsiella, Aerobacter y
otros patógenos ocasionales.

El reservorio principal de los patógenos
contagiosos causantes de mastitis es la glándu-
la mamaria. Esto hace que la diseminación de la
enfermedad ocurra esencialmente durante el
ordeño, ya sea mecánico (a través de las máqui-
nas de ordeño) o manual (por la mano del ope-
rario), los accesorios de limpieza y preparación
de las ubres, tales como esponjas, toallas o tra-
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pos, sirven también como elementos para la
propagación de los microorganismos. Adicio-
nalmente, los patógenos ambientales del entor-
no pueden contaminar el pezón a través de es-
tiércol, barro y aguas estancadas. Otros acceso-
rios, como pomos intramamarios, agujas, cánu-
las y jeringas contaminadas, contribuyen a la
diseminación de los patógenos ambientales, al
igual que alimentos y comederos y materiales
orgánicos de las camas (Smith y Hogan, 1995;
Philpot, 1999).

Staphylococcus aureus principal agente de
mastitis infecciosa

El Staphylococcus aureus es una bacteria inmóvil
Gram positiva, esférica y usualmente agrupada
en racimos, anaerobia-aerobia facultativa, cata-
lasa positiva. Produce generalmente la enzima
coagulasa, fermenta el manitol u otros azúca-
res, formando ácido pero no gas. Su crecimien-
to ocurre en un amplio rango de temperatura
(6.5 a 50° C), siendo su temperatura óptima 30-
40° C. Tolera altas concentraciones de cloruro
de sodio. Se destruye fácilmente por altas tem-
peraturas y por casi todos los agentes desinfec-
tantes, por lo cual la presencia de esta bacteria
en alimentos procesados o en equipos indica
generalmente higiene  deficiente o contamina-
ción post proceso por causa humana. El creci-
miento de S. aureus en los alimentos presenta
un riesgo en salud pública debido a que algu-
nas cepas producen enterotoxinas termoesta-
bles (A, B, C1, C2, C3, D y E), las cuales causan
intoxicación alimentaria de alta incidencia (Nú-
ñez, 2002).

La pared celular del S. aureus está compuesta
por polisacáridos de membrana (fundamental-
mente péptido glicano asociado a ácido teitoi-
co) y proteínas estructurales. El S. aureus secre-
ta una gran cantidad de enzimas, como lipasa,
estereasa, desoxirribonucleasa, estafiloquinasa,
hialuronidasa y la fosfolipasa. Presenta pig-
mentos carotenoides en la membrana celular, lo
cual le da un color dorado (del latín aureus) a
sus colonias (Scanlan, 1991). La proteína A se
encuentra siempre asociada al péptido glicano,
esta proteína le confiere a las bacterias una ca-
pacidad especial para unirse al fragmento Fc de
las inmunoglobulinas del tipo G, lo que tiene
profundas implicaciones en el reconocimiento y
sobre todo en la eliminación del S. aureus, por
los organismos en los cuales prolifera, al impe-
dir la opsonización y el reconocimiento como
antígeno por parte del sistema inmune. Adicio-

nalmente, la proteína A no puede ser fagocita-
da, lo que complica aún más la eliminación por
el sistema inmune (Carter et al., 1995).

El principal reservorio del Staphylococcus au-
reus es la glándula mamaria infectada, pudien-
do encontrarse también en lesiones de los pezo-
nes y otras partes del cuerpo, como en vagina;
sin embargo, no es capaz de colonizar la piel sa-
na. Otros reservorios de menor importancia los
constituyen el hombre, las moscas, alojamien-
tos, equipos y otros animales no bovinos. Las
infecciones tienden a ser subclínicas y crónicas,
con episodios periódicos de mastitis clínica, pu-
diendo causar también mastitis gangrenosa. Es-
te patógeno se asocia a una disminución consi-
derable en la producción de leche y un gran au-
mento de su contenido celular (Harmon, 1996).

Dentro de la glándula mamaria los neutrófi-
los polimorfonucleares son esenciales para la
prevención de infecciones provocadas por S.
aureus. En la leche de una glándula mamaria sa-
ludable, los PMN son insuficientes para impe-
dir el crecimiento bacteriano (Herbelin et al.,
1997). Por otro lado la capacidad del S. aureus
de sobrevivir intracelularmente dentro de PMN
protege a este patógeno de antibióticos que pe-
netran pobremente al PMN, por lo tanto la res-
puesta al tratamiento con antibióticos no es óp-
tima (Owens et al., 1999).

Se han desarrollado vacunas capaces de re-
ducir la severidad de los casos clínicos y facili-
tar la cura espontánea (Harmon, 1996). Tam-
bién se han evaluado experimentalmente algu-
nas vacunas que son capaces de reducir las ta-
sas de nuevas infecciones (Nickerson, 1992). Pe-
ro hasta el momento aún se prosigue en fase de
experimentación. 

Debido al peculiar patrón de respuesta de S.
aureus y su interacción con el sistema inmune
de la glándula mamaria, aumenta la dificultad
para una apropiada identificación de vacas que
estén infectadas. En algunos casos, la concen-
tración de la bacteria podría ser menor al límite
de detección del método bacteriológico o la bac-
teria pudiera estar localizada en el interior de
los leucocitos, lo que impediría su capacidad de
ser aislada en cultivo in vitro (Zecconi et al.,
1997).

A pesar de que no existen estudios detalla-
dos, en Chile el S. aureus constituye el patógeno
de mayor importancia entre los patógenos cau-
santes de mastitis, al menos en la zona centro-
sur del país. (Azócar, 2001). En lecherías de la
provincia de Ñuble se ha encontrado una pre-
valencia de 80% de mastitis producidas por S.
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aureus y enterobacterias. Además estos patóge-
nos han desarrollado una alta resistencia a los
antibióticos. De 598 cepas bacterianas aisladas
de leche cruda, cerca de un 70% correspondió a
bacterias Gram positivas de las cuales un alto
porcentaje eran cepas de S. aureus. De estas ce-
pas, 11 presentaron resistencia a más de un an-
tibiótico (Viera et al., 2004).

Nuevas estrategias para combatir la mastitis

En los últimos años ha disminuido la incidencia
de mastitis en los rebaños lecheros debido a un
mejor mantenimiento de los equipos de ordeña,
a la desinfección de la ubre postordeña, al uso
profiláctico y terapéutico de antibióticos y a la
eliminación de los animales con infecciones
persistentes. Con este tipo de medidas se ha po-
dido disminuir y en algunos predios eliminar
las mastitis causadas por Sthaphylococcus agalac-
tiae y Staphylococcus dysgalactiae. Sin embargo
las infecciones producidas por el Staphylococcus
aureus (que dan cuenta de un 15 a un 30% de las
infecciones) no han podido ser controladas.

Como se mencionó anteriormente, el trata-
miento con antibióticos no es del todo efectivo,
menos de un 15% de los animales infectados
por S. aureus responde a la terapia con antibió-
ticos. Esto se debe a la mala penetración de la
droga a la glándula mamaria, lo cual ocasiona
que un porcentaje importante de bacterias so-
breviva en las células huéspedes y produzca in-
fecciones recurrentes post tratamiento (Craven
y Anderson, 1984; Yancey et al., 1991).

La terapia con antibióticos se basa principal-
mente en el uso de antibióticos (ß-lactámicos
como la penicilina y las cefalosporinas. Aun
cuando este tipo de antibióticos ha tenido un
gran impacto en la salud de las vacas lecheras y
por consiguiente en la producción de leche,
existe bastante preocupación por su uso, debi-
do a la posibilidad de producir reacciones ana-
filácticas en los consumidores. Por este motivo
se ha establecido un período de resguardo, o se-
guridad de aquellas leches que provengan de
animales tratados con antibióticos u otras sus-
tancias capaces de producir algún daño en el
consumidor. En caso de no respetarse este pe-
ríodo se procede a la eliminación de la leche
produciendo pérdidas económicas para el pro-
ductor. También existe una enorme preocupa-
ción por el uso indiscriminado de antibióticos
en la agricultura debido a que esto contribuiría
al creciente aumento en la resistencia a algunos
antibióticos que han presentado patógenos cau-

santes de enfermedades en el ser humano.
Existen dos vías por las cuales se puede au-

mentar la resistencia a las mastitis: mediante la
creación de animales transgénicos que sinteti-
zan en leche proteínas antibacterianas o bien
mediante la terapia génica local de la glándula
mamaria utilizando vectores adenovirales que
contengan un gen que codifique para una pro-
teína antibacteriana.

Mediante estas dos tecnologías las células
epiteliales mamarias sintetizarían enzimas anti-
bacterianas, lo cual permitiría disminuir el uso
de antibióticos. Se considera que un tercio del
total de antibióticos usados en los animales es
para combatir la mastitis, lo que aumenta el
riesgo de resistencia a los antibióticos por parte
de las bacterias. Además, por tratarse de la pro-
ducción de proteínas disminuiría los riesgos
para el consumidor debido a que, a diferencia
de los antibióticos una vez ingeridas por la le-
che son degradadas durante el proceso digesti-
vo atenuándose las reacciones alérgicas.

Expresión de proteínas antibacterianas en
animales transgenicos para combatir la mastitis

En 1987 fue reportado por primera vez el uso
de la transgénesis para expresar proteínas forá-
neas en la leche de ratonas (Gordon et al., 1987).
Al poco tiempo se propuso que la síntesis de Li-
sozima II o Lisostafina podían constituir un me-
dio efectivo para mejorar la resistencia a la mas-
titis. Ambas proteínas poseen actividad contra
estafilococos. La leche proveniente de ratones
transgénicos que expresaban lisozima contenía
aproximadamente 0.5 mg/mL de lisozima hu-
mana (Maga et al., 1995). En estos animales se
pudo comprobar que la lisozima degradó la pa-
red celular de Micrococcus lysodeiktus, por lo que
la bioactividad de la proteína se mantuvo. No
obstante la activididad de la lisozima humana
en contra de S. aureus fue limitada. La incuba-
ción de 1 mg/mL de lisozima humana en pla-
cas de cultivo previamente sembradas con S.
aureus no mostró ninguna actividad antibacte-
riana, ya que postincubación se desarrolló una
capa completamente confluente de S. aureus.
Pero la aplicación de una concentración de
1µg/mL de lisostafina resultó en una clara inhi-
bición del crecimiento bacteriano.

Mediante la metodología de transgénesis
también se han creado ratones y vacas que se-
cretan en su leche lactoferrina humana (Platen-
burg et al., 1994; van Berkel et al., 2002). Lactofe-
rrina corresponde a una glicoproteína que une
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hierro  y que se encuentra presente en varias se-
creciones exocrinas como las lágrimas, saliva y
la leche. Existen estudios publicados que de-
muestran su actividad antibacteriana tanto in
vitro como in vivo (Nuijens et al., 1996; Nibbe-
ring et al., 2001). Pero nuevamente el objetivo de
la producción de estos animales transgénicos
fue generar vacas como potenciales biorreacto-
res para producir grandes cantidades de lacto-
ferrina humana recombinante para su aplica-
ción en la salud humana y no como posible me-
canismo de defensa contra la mastitis de los
animales. Del mismo modo también se han
creado ratones transgénicos que en su leche
producen una defensina de mamíferos denomi-
nada péptido antimicrobiano traqueal bovino
(bTAP), pero no existen actualmente estudios
sobre su uso como posible candidato para au-
mentar la resistencia a mastitis por S. aureus.

La producción de ratones transgénicos que
secretan en su leche lisostafina proporciona un
claro ejemplo del uso de la transgénesis para
mejorar la salud animal. La lisostafina es una
potente enzima hidroxilasa secretada natural-
mente por el Staphylococus simulans que degra-
da el péptido glicano. El péptido glicano consti-
tuye el marco de la estructura  de la pared celu-
lar y su degradación expone a la bacteria a da-
ños mecánicos y también a lisis por osmosis. El
gen de la lisostafina se encuentra en un plasmi-
dio que codifica una preproenzima de 493 ami-
noácidos que luego es procesada extracelular-
mente a la forma madura de 246 aminoácidos
(Recsei et al., 1987). La actividad de la enzima es
específica para hidrolizar los puentes de poli-
glicina de la pared celular de todas las cepas de
Staphylococcus aureus. Esta especificidad la limi-
ta exclusivamente a actuar sobre los estafiloco-
cos, teniendo por lo tanto escaso efecto sobre
otros microorganismos causantes de mastitis.
Esta propiedad otorga seguridad sobre el pro-
cesamiento de leches para la industria láctea,
pues es poco probable que se vean afectados los
microorganismos usados en estos procesos.
Kerr y Wellnitz (2003) indican que el uso de li-
sostafina en concentraciones de 100µg/mL no
tuvo efectos en la producción de yogur.

Lisostafina: una nueva herramienta en el con-
trol de la mastitis

Bramley y Foster (1990) demostraron por pri-
mera vez usando un modelo murino el poten-
cial terapéutico y profiláctico de la lisostafina.
Al año siguiente Oldham y Daley (1991) de-

mostraron lo mismo en vacas. Estudios de
transfección realizados por Kerr et al. (2001)
usando el gen de la lisostafina y la línea celular
tipo fibroblasto de riñón de mono, COS-7 mos-
traron que la célula eucarionte podía sintetizar
lisostafina, pero la secretaba en una forma gli-
cosilada inactiva. Ellos establecieron que exis-
ten dos potenciales sitios de N-glicosilación
(Asn-Xxx-Ser/Thr) en la forma nativa de la en-
zima sintetizada por el S. simulans, que consti-
tuyen los sitios blancos de la maquinaria de gli-
cosilación de la célula eucarionte. Mediante la
técnica de PCR pudieron sustituir el codón que
codifica para asparagina por glutamina modifi-
cando de esta manera el dominio de glicosila-
ción. La variante resultante, lisostafina Gln 125,232

producida por las células COS-7, retuvo un 20%
de la actividad de la forma nativa. Al realizar
un estudio con ratones transgénicos a los cuales
se les incorporó el gen de la lisostafina bajo el
control de la región regulatoria 5’del gen de la
ß-lactoglobulina ovina, demostraron que la le-
che de estos animales tenía una concentración
de lisostafina entre 0.1 a 1mg/mL. La glándula
mamaria de ratones controles y transgénicos en
lactancia fue infundida  con elevadas concen-
traciones de S. aureus. Al hacer el análisis ma-
croscópico cerca de un 80% de las glándulas de
animales controles estaban infectadas y presen-
taban signos  claros de inflamación incluso con
secreciones hemorrágicas. Por el contrario las
glándulas mamarias de animales transgénicos
no presentaron ningún problema macroscópico
y al analizar la presencia de S. aureus se pudo
comprobar que en aquellos ratones que expre-
saron altas cantidades de lisostafina en el tejido
mamario, no fue posible detectar la presencia
de S. aureus.

Estos resultados estimularon a la generación
de vacas transgénicas que expresaran dichos
genes. Wall et al. (2005) publicaron la creación
de las primeras vacas transgénicas que secretan
en su leche lisostafina, lo cual les confiere resis-
tencia a la mastitis producida por el Staphylococ-
cus aureus. Mediante la infusión intramamaria
de S. aureus a 3 vacas transgénicas y a 10 vacas
no transgénicas se demostró que todos los ani-
males no transgénicos presentaban elevados
RCS, elevadas temperaturas corporales y pro-
teínas sanguíneas de fase aguda, todos paráme-
tros indicativos de infección. Las vacas transgé-
nicas no experimentaron ninguno de estos pa-
rámetros. De dicho trabajo se concluye que la
protección contra mastitis por S. aureus puede
ser alcanzada con niveles de 300 µg/mL de li-
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sostafina en la leche. No obstante, la transgéne-
sis si bien puede llegar a ser efectiva en el con-
trol de la mastitis causada por S. aureus, es una
tecnología compleja y aún muy costosa, por lo
que se han desarrollado vías alternativas que
permitan sintetizar proteínas antimicrobianas
en la glándula mamaria de bovinos. 

Terapia génica mediante un vector adenoviral
que contenga el gen de la lisostafina

Los trabajos que están realizando a nivel mun-
dial grupos importantes de investigadores tie-
nen como objetivo darle la capacidad a las célu-
las de la  glándula mamaria para que sinteticen
compuestos antibacterianos. En esta línea de in-
vestigación se han publicado artículos en revis-
tas de un gran índice de impacto (ejemplo Na-
ture Biotechnology) que demuestran la viabili-
dad de la metodología y los resultados prome-
tedores que se han obtenido utilizando el gen
de la lisostafina para conferirle tal capacidad al
tejido mamario.

Fan et al. (2002), mediante la transducción
de células epiteliales mamarias de bovino in vi-
tro y de caprinos in vivo, con un adenovirus de
replicación deficiente,  que contenía el gen mo-
dificado de la lisostafina usado por Kerr et al.
(2001), demostraron la capacidad de estas célu-
las de secretar lisostafina en su forma bioactiva,
capaz de inhibir el crecimiento bacteriano en
placas de cultivo. Sin embargo los niveles de
expresión alcanzados fueron extremadamente
bajos (de 0.2 a 0.6 µg/mL y de 0.9 a 1.1 µg/mL
24 y 48 h postinfusión respectivamente) proba-
blemente vinculados a la baja dosis viral total
inoculada (1.5 x 1010 pfu/mL en un ml). Nuestro
grupo demostró que era posible expresar nive-
les 1.000 veces superiores, del orden de los
mg/ml de hormona de crecimiento humana
(hGH) y eritropoyetina humana (hEPO) tanto
en ratonas como en cabras (Toledo et al., 2002;
Sánchez et al., 2004, Toledo et al., 2005). Nues-
tros resultados están avalados para tres genes
más no publicados aún y el éxito de nuestro en-
foque se basa desde nuestro punto de vista en
el uso de un volumen de inóculo viral al menos
100-300 veces superior, lo que permite un ma-
yor acceso del virus a los receptores celulares.

Tanto nuestros resultados como los de Fan et
al. (2004) indican que no se encuentra viremia
en los animales posterior a la inoculación viral,
ni se detecta virus en saliva, heces, orina o leche
pasadas las 48 horas posteriores a la inocula-
ción, lo que avala el uso de estos animales como

sistema productivo.
Desde el punto de vista práctico, la única li-

mitación del sistema propuesto es la corta dura-
ción de la respuesta productiva de las proteínas
introducidas (7-12 días; Toledo et al., 2002; Sán-
chez et al., 2004, Fan et al., 2004; Toledo et al.,
2005). Es probable que esta reacción se deba a
una reacción inmunitaria que dificulte tanto la
persistencia como los niveles de expresión de
las proteínas que se deseen producir. No obs-
tante, el uso de vectores adenovirales de última
generación a los cuales se les ha eliminado casi
todo el genoma viral y por lo tanto la capacidad
para codificar proteínas virales, ayudarán a dis-
minuir la reacción inmune (por ejemplo el hel-
per-dependent adenoviral vector (HD-Ad) des-
crito por Morsy et al., 1998). Junto con lo ante-
rior el desarrollo de una mayor investigación
en esta área permitirá mejorar este tipo de tec-
nología en el corto plazo.

Esta tecnología al compararla con la tradi-
cional expresión de proteínas en la leche de ani-
males transgénicos tiene las siguientes ventajas:
1) no precisa de la generación de animales ge-
néticamente modificados, 2) reduce notable-
mente el intervalo entre el clonaje de los genes
y la expresión de interés, 3) permite el escalado
inmediato a especies de importancia económica
como cabras y vacas, 4) no tiene efectos adver-
sos sobre la salud del animal al ser confinada la
expresión sólo a la glándula mamaria y 5) se ob-
tienen niveles de expresión de los transgenes,
similares o superiores a los que se obtienen en
animales transgénicos.

Bacteriófagos y su potencial uso en el
tratamiento de la mastitis

Recientemente se ha desarrollado una nueva lí-
nea de investigaciones para el control de la
mastitis basada en el uso de bacteriófagos o sus
proteínas, capaces de provocar daños sustan-
ciales al S. aureus responsable de la gran mayo-
ría de las mastitis bacterianas (Lowy, 2003).

O´Flaherty et al. (2005a) han empleado el
bacteriófago K de Myoviridae spp en leche con-
taminada con S. aureus, demostrando la capaci-
dad del fago de destruir  las células bacterianas,
cuando la leche había sido previamente tratada
con calor para inactivar las bacterias, no así en
leche fresca. La causa de este resultado negati-
vo radicó al parecer en la baja adsorción del fa-
go a la bacteria en la leche fresca, lo que a su vez
estuvo relacionado con la formación de clusters
o racimos de bacterias en la leche fresca alrede-
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dor de las miscelas lipídicas, lo que no ocurre
en la leche tratada con calor.

Más recientemente, el mismo grupo (O´Fla-
herty et al., 2005b) aisló, clonó y expresó un gen
de un bacteriófago K a partir de Lactobacilus lac-
tis. La proteína de 54 KDa expresada en E. coli
demostró una amplia actividad lisogénica con-
tra una amplia gama de bacterias, incluidas ce-
pas de S. aureus recalcitrantes al tratamiento
con antibióticos. Queda por evaluar la efectivi-
dad de esta proteína cuando se use in vivo, to-
mando en cuenta la experiencia negativa de los
experimentos con fago K de Myoviridae. No
obstante, esta proteína, llamada LysK puede ser
de interés para ser expresada en los sistemas
mencionados anteriormente.

Como se ha discutido en este trabajo, la
mastitis es una enfermedad compleja, que re-
quiere de un abordaje multifactorial, en el cual
se combinen las terapias tradicionales con los
últimos adelantos de la biología molecular y las
biotecnologías, los que sin dudas serán de gran
utilidad en el combate de la mastitis del ganado
bovino. 
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