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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue el aislamiento de las dife-
rentes bacterias causantes de mastitis, haciendo énfasis en
la diferenciacion de las especies de Mycoplasmas, de las
muestras de leche de tanque y de vacas individuales, proce-
dentes de fincas lecheras del Altiplano Boyacense. Mediante
un muestreo probabilistico de conveniencia y por medio de
un estudio descriptivo longitudinal retrospectivo, entre 2010
y 2012, se estudiaron 30 fincas, especializadas en la produc-
cién de leche, con promedios de 50 animales en lactancia,
por finca. Streptococcus agalactiae, se aislé en el 9,1% y se
convirtié en el principal patégeno aislado. Staphylococcus
aureus fue aislado, en promedio, en el 6,6%. Mycoplasma
bouis, no se encontré en ninguna muestra, a través de los
tres anos. M. californicum, se recuperoé a partir de 14 mues-
tras, en los tres anos (1,5%); M. alcalescens, de 31 muestras
(3%), en los tres anos y Acholeplasma spp., se aislé de 19
muestras (1,4%). Este trabajo es el primer reporte de aisla-
miento de Mycoplasma spp., a partir de muestras de leche
en Colombia, en el Altiplano Boyacense.
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SUMMARY

This paper had as objective the isolation of different bacteria,
which cause mastitis and, simultaneously, make emphasis on
the differentiation of Mycoplasma species, taken from stored
milk samples and individual cows. The animals and the milk

were provided by farms from the Boyaca’s high altitude
plateau. The process was carried out through a convenience
probabilistic sampling and also a descriptive, longitudinal
and retrospective research, during 2010 and 2012. The
researches took into account 30 technically managed
milking farms, each with approximately 50 milking cows.
Streptococcus agalactiae was isolated from 9.1%, being the
most detected pathogen. The mean Staphylococcus aureus
isolates was of 6.6%. Mycoplasma bovis was not found in
any sample during the three year period of the research,
while M californicum was recovered from 14 samples (1.5%)
during this time lapse and M. alcalescens was detected in
31 samples (3%). Acholeplasma spp. was isolated from 19
samples (1.4%). This research corresponds to first report of
Mycoplasma spp. Isolation from milk samples at the Altiplano
Boyacense Colombia.

Key words: Mastitis, Mycoplasmosis, milk, cattle.
INTRODUCCION

La mastitis bovina causada por Micoplasmas, se caracteriza
por una fase aguda, con participacién frecuente de todos
los cuartos glandulares, descenso subito de la produccion,
tumefaccion intensa de la ubre y anormalidades manifiestas
de la leche, sin signos evidentes de sintomatologia general
(Jasper, 2011).

Los Micoplasmas, se han asociado con una amplia gama de
enfermedades infecciosas del ganado bovino, por ejemplo,
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neumonia, artritis, sinovitis y mastitis (Gonzélez et al. 2003;
Hjerpe & Knight, 2002; Langsford, 2007). Los animales de
leche de diferentes edades pueden ser portadores asintoma-
ticos de Micoplasmas y varias especies de estos microorga-
nismos son parte de la la microbiota de los tractos respirato-
rio y urogenital, de estos animales.

La mastitis bovina por Micoplasma, se reporté por primera
vez en Inglaterra, en 1960 (Davidson & Stuart, 1960; Stuart
et al. 1963), siendo Mycoplasma bovigenitalium el agente
etiolégico. El primer brote de la enfermedad causada por M.
bouis fue reportado en Connecticut, EE.dd., en 1961 (Hale
et al. 2002). Més tarde, se informé de una serie de brotes de
epizootias, por M. bouvis, produciendo mastitis en el estado
de Nueva York (Carmichael et al. 2003). Desde entonces, la
mastitis por Micoplasmas ha sido diagnosticada en muchas
partes del mundo (Jasper, 2011). Este tipo de mastitis podria
ser una enfermedad muy devastadora para un hato de vacas
lecheras, debido a que: 1) es una enfermedad contagiosa;
2) el tratamiento con antibiéticos no es eficaz; 3) los sig-
nos clinicos persisten durante periodos de tiempo variables
(Boughton, 2009; Jasper, 2011; Bushnell, 2004; Gonzélez
Sears, 2003) y, 4) las vacas con mastitis subclinica crénica,
frecuentemente, transmiten la infeccién a otras vacas y pue-
den ser portadoras de la enfermedad durante varios meses
o anos; ademas, la caida de la produccion es brusca (Jasper,
2011; Gonzélez & Sears, 2003; Gonzalez et al. 2003).

La produccion de leche en el Altiplano Boyacense, se ha incre-
mentado durante los Gltimos diez anos, a una tasa de, aproxi-
madamente, 10% anual, alcanzando un promedio de produc-
cién de 1.500.000 de litros de leche diarios, entregada a las
industrias lacteas en 2012 (Andrade et al. 2012). Més del 90%
de las fincas lecheras ordenan con méquina y los productores
de leche, después del ordeno, desinfectan los pezones, como
medida de control de mastitis, en forma rutinaria.

La mastitis bovina es una enfermedad comun entre las vacas
lecheras y el principal patégeno de mastitis, frecuentemente
aislado de vacas con mastitis clinicas y subclinicas en pai-
ses industrializados, es Staphylococcus aureus, seguido de
Streptococcus agalactiae (Osteras & Martin, 2009; Kruze,
2002; Ledén, 2007; Zurita, 2012; Andrade et al. 2012).

Se ha observado en el Altiplano Boyacense que, en los ulti-
mos tres anos, algunas de las grandes fincas lecheras han
estado sufriendo de una alta incidencia de mastitis clinica,
que no responden a los tratamientos convencionales con
antibidticos (superior al 40%, Andrade et al. 2012), con altos
recuentos en leche de células sométicas, caida abrupta del
volumen y los resultados son negativos, en los medios de
cultivo convencionales; sin embargo, ningln intento ha sido
hecho previamente para aislar otros patégenos de mastitis,
que los tradicionales.

El presente articulo informa sobre el aislamiento de las di-
ferentes bacterias causantes de mastitis y hace énfasis en la
diferenciacién de las especies de Micoplasmas de las mues-
tras de leche de tanque y de vacas individuales, procedentes
de fincas lecheras del Altiplano Boyacense.

MATERIALES Y METODOS

Tipo de estudio: Mediante un muestreo probabilistico de
conveniencia y por medio de un estudio descriptivo longi-
tudinal retrospectivo (Martin & Meek, 2007), entre 2010 y
2012, se estudiaron 30 fincas, especializadas en la produc-
cién de leche, con promedios de 50 animales en lactancia
por finca, ubicadas entre los 2.300 y los 2.800msnm, con
temperaturas anuales promedios de 13°C y pluviosidades
entre 800 y 1.200mm/ano (IDEAM, 2012). Todas las fincas
contaban con ordefno mecénico y dos ordenos por dia. La
base genética del ganado fue 100% Holstein Friesian y el
principal recurso forrajero fue el pasto kikuyo (Pennisetum
clandestinum).

Se tomaron 1.349 vacas de leche, en total 5.396 cuartos. La
produccién de leche promedio estaba en 4.500 l/vaca/ano
y el nimero de células sométicas en el tanque de leche en
promedio fue de 380.000 cel/mL.

Toma de muestras: A partir de 2010 hasta 2012, se ejecuta-
ron pruebas de California Mastitis Test (CMT). De los cuartos
resistentes a los tratamientos con antibiéticos y de los cuar-
tos positivos (CMT positivo o positivo fuerte), se tomaron
muestras de leche en frascos estériles, previa limpieza y des-
infeccién de la punta del pezdn; se siguié el procedimiento
descrito por National Mastitis Council y se adapté en algunas
de sus partes (NMC, 2004). Lavado de pezones, secado y
desinfeccion con solucién jabonosa; luego, se enjuagé con
agua estéril, se sec6 con gasa estéril y se desinfecté con so-
lucién iodada. Una vez finalizada la asepsia, se descarté el
primer chorro de leche y se recolectd, en bolsas de plésti-
co nuevas y estériles (Whirl-pak). Las muestras recolectadas
fueron mantenidas y transportadas en cavas refrigeradas
hasta su llegada al laboratorio, para su anélisis. Las muestras
no se deben congelar.

Las muestras fueron tomadas por el veterinario y transpor-
tadas al Laboratorio de Microbiologia de la Universidad Pe-
dagdgica y Tecnoldgica de Colombia, en Tunja. En total, se
tomaron 30mL de leche por cuarto. El Laboratorio de Micro-
biologia procede en el diagndstico rutinario, asi como con el
aislamiento de gérmenes no comunes, siguiendo la meto-
dologia propuesta por el Consejo Nacional de la Mastitis de
Estados Unidos (NMC, 2004).

Identificacion bacteriana: Para el aislamiento de Mycoplas-
ma de las muestras de leche, se sembré 0.01ml de cada
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muestra individual, en placas con medio sélido de Hayflick
modificado (Freundt, 2003), mediante el empleo de asa de
platino. Las placas, se incubaron a 37°C en cdmara humeda,
con 10% de CO?, durante 10 dias; luego de aislados, se so-
metieron a sensibilidad a la digitonina, para la diferenciacién
del género Acholeplasma (Tully, 2012), fermentacion de la
glucosa (Razin & Cirillo, 2003), hidrdlisis de la arginina (Tully,
2012), reduccién del tetrazolium (Razin & Cirillo, 2003) y de-
teccién de la produccién de film & spot (Tully, 2012).

La caracterizacién inmunolégica de microorganismo, se hizo
por inmunofluorescencia indirecta (Tabla 1).

Se recolectd, aproximadamente, 15ul. de leche, para estu-
diar las otras bacterias, que fueron sembradas en agar base
sangre; sangre de ovino, para determinar tipo de hemolisis
y agar Mac Conkey, para identificar Enterobacterias y dife-
renciar tipo de fermentacién e incubadas por 24 a 48 horas.
Luego del crecimiento, se realizé coloraciéon de Gram, para
su clasificacién en Gram-positivas y Gram-negativas, al mis-
mo tiempo, morfologia, cocos o bacilos. A los cocos Gram-
positivos, se les practicé prueba de catalasa y se diferencia-
ron, como coadulasas positivos y negativos. Posteriormente,
se llevd la colonia a un sistema comercial ID32 STAPH, para
identificar y confirmar género y especie, asi se diferencié

Tabla 1. Pruebas bioquimicas y serolégicas para la identificacién de especies de Mycoplasma.

Pruebas bioquimicas Serologia

Cepa SA* Glu Arg Trz F&S | Dig pH DS IF

M. californicum Leche de i + _De ) + Alcallnlzac19r? fuerte De +
cuartos a la arginina.

M. alcalescens Leche de ) n m ) n Alcalmlzacpr} fuerte| +
cuartos a la arginina.

M. bouvis Cepa patrén - - + + + Modera‘damente + +

acido.

*SA: Sitio de aislamiento; Glu: Glucosa; De: desconocido; Arg: arginina; Trz: tretazolium; F&S: Film&ESpot; Dig: Digitonina;

DS: digestién del suero; IF: inmunofluorescencia.

Staphylococcus aureus de otros Staphylococcus coagulasa
positivo. A los Streptococcus, se les efectu6 CAMP, hidrolisis
de esculina, hipurato e inulina y crecimiento en NaCl. A los
bacilos Gram negativos, se les someti6 a las pruebas de oxi-
dasa, indol, triple aziicar, RM-VP, LIA, urea y citrato.

Anadlisis estadistico: Los datos obtenidos, se registraron en
la base de datos, con la ayuda del ordenador dBASE 5.0 y
fueron analizados estadisticamente, mediante el programa
SPSS para Windows versiéon 17. Se utiliz6 estadistica des-
criptiva (Martin & Meek, 2007). Los resultados del anélisis
estadistico fueron interpretados, con un nivel de confianza
del 95%.

RESULTADOS Y DISCUSION

De los cuartos positivos al CMT (California Mastitis Test) fue-
ron aislados 419 microorganismos involucrados en la pato-
génesis de la mastitis bovina, durante los tres anos de estu-

dio (Tabla 2). Mycoplasma bouis, no se encontré en ninguna
muestra, durante este periodo. Mycoplasma californicum,
se recuper6 a partir de 14 muestras, en los tres anos (1,5%);
Mycoplasma alcalescens, de 31 muestras (3%), en el mis-
mo lapso; en el Gltimo ano, no se encontré y Acholeplasma
spp., de 19 muestras (1,4%), de las 1.226 muestras de leche
cruda, de los cuartos de las vacas ordenadas.

En la tabla 2, se observa cémo a través de los anos St. au-
reus, que es un microorganismo contagioso va creciendo
en su incidencia, como causa de mastitis: en el primer ano
representa un 4,5%, en el segundo, un 6,9% y, en el tercero,
un 8,4%, en promedio (6,6%); este valor es bajo comparado
con otros paises. En Venezuela, estado de Zulia, se hallé en
el 17% de los casos (Valero et al. 2010); en los paises nérdi-
cos, el St. aureus fue aislado entre el 30 y el 40% de los casos
subclinicos. En general, en los paises industrializados, el St.
aureus es el patégeno contagioso mas aislado de casos de
mastitis en vacas lecheras (Osteras & Martin, 2009).
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Tabla 2. Resultados de los exdmenes bacteriol6gicos en vacas con mastitis y su distribucién proporcional.

2010 2011 2012
Numero total de pruebas 352 231 643
No mostro crecimiento 175 49,7% 152 65,8% 480 74, 7%
Streptococcus pyogenes 4 1,1% 5 2,2% 3 0,5%
St. agalactiae 21 6,0% 21 9,1% 42 6,5%
Otros Streptococcus 14 4,0% 18 7,8% 3 0,5%
Staphylococcus aureus 16 4.5% 16 6,9% 54 8,4%
Otros Staphylococcus CP 2 0,6% 1 0.5% 0 0,0%
Staphylococcus CN 5 1,4% 0 0,0% 0 0,0%
St. aureus + St. agalactiae 3 0,9% 2 0,9% 3 0,5%
Levaduras 3 0,9% 2 0,9% 1 0,2%
Escherichia coli 3 0,9% 2 0,9% 0 0,0%
Corynebacterium bovis 0 0,0% 0 0,0% 2 0,3%
Acholeplasma spp. 10 2,8% 0 0,0% 9 1,4%
Mycoplasma (No diferenciado) 23 6,5% 0 0,0% 40 6,2%
M. californicum 5 1,4% 6 2,6% 3 0,5%
M. alcalescens 30 8,5% 1 0,4% 0 0,0%
Otras mixtas 38 10,8% 5 2,2% 3 0,5%

CP: Coagulasa Positivo; CN: Coagulasa Negativo.

Los porcentajes de otros Staphylococcus Coagulasa Positi-
vos (diferentes al St. aureus) fueron del 0,6%, para el primer
ano; el 0,5%, para el segundo y, en el tercero, del 0,0%. En
otros estudios en Colombia, en el altiplano cundiboyacense,
la prevalencia en un sélo ano fue de 4,04% (Calderén & Ro-
driguez, 2008), valor superior al reportado en este trabajo; en
otros trabajos en Colombia, para el Valle de Ubaté (Contreras
& Ordoénez, 2004), encontraron el 0,15%, mientras que en
Venezuela fue del 23% (Valero et al. 2010).

Para el caso de Streptococcus agalactiae, en el primer ano,
fue de 6,0%; en el segundo, del 9,1y, en el tercer ano, del
6,5%. Se considera que es un porcentaje muy bajo frente a lo
reportado por Rodriguez (2008), del 50%, en la misma zona
en Colombia; del 35,4%, para Contreras & Ordoénez (2004),
en Colombia o en Venezuela, con el 26%, para Valero et al.
(2010). Paises como Israel, han erradicado a este microorga-
nismo con précticas, como el aislamiento en grupos de por-
tadores, tratamientos con dosis de penicilinas y seguimiento
bacteriolégico (Sargeant et al. 2010). En Finlandia, Suecia y
Noruega, el S. agalactiae es un germen poco comun, con
prevalencias menores al 1% (Rebhum et al. 2006), debido
a procedimientos estrictos en los programas nacionales de
control de la mastitis.

El Corynebacterium bouis, se aislé apenas en el Gltimo ano,
con el 0,3%. En el trabajo de Calderon & Rodriguez (2008)
fue aislado en el 8,44%, valor muy superior a lo reportado
por Gémez et al. (2009), para la misma zona, donde obtuvo
el 2,5% y que sigue siendo un valor alto, para lo reportado
por este estudio. Para diversos autores (Rebhum et al. 2006;
Sargeant et al. 2010; Calderén & Rodriguez, 2008), C. bovis
es un habitante normal del conducto del pezén, de donde se
aisla sin estar asociado a mastitis, aunque se asocia su ais-
lamiento a un sellado deficiente de pezones, ya sea por mal
manejo del producto o por la técnica empleada.

Estos estudios permiten afirmar que la mastitis por microor-
ganismos contagiosos es la principal problematica en siste-
mas especializados, en la produccién de leche. Mientras que
los microorganismos de origen ambiental, como en el caso
de los otros Streptococcus (St. uberis y St. dysgalactiae),
representaron el 4,0%, para el primer ano; el 7,8%, para el
segundo y, apenas el 0,5%, para el tercer afo. Es posible que
estos patdgenos estén disminuyendo, debido a las buenas
practicas de prevencion y de control de la mastitis.

Las infecciones mixtas, St. aureus + St. agalactiae, represen-
taron el 0,9%, el primer ano; el 0,9%, el segundo v, el 0,5%,
para el tercer ano. Valores ligeramente inferiores fueron repor-
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tados en Colombia por Contreras & Ordénez, en 2004, con
el 1,9% y muy inferior a lo reportado por Rodriguez, en 2008,
con el 5% y por Andrade et al. (2012), con el 8,14%.

En los resultados, no se evidenci6é crecimiento bacteriano en
el medio de cultivo, en el 49,7%, para el 2010; para el 2011,
el 65,8% vy, en el 2012, con el 74,7%, de las muestras del pre-
sente estudio. En otros estudios, no se obtuvieron crecimien-
tos en el 15% (Calderén & Rodriguez, 2008) de las muestras
que resultaron positivas a la mastitis subclinica, mediante la
prueba CMT. Las variaciones, se pueden deber a la presencia
de antibiético o tratamientos que no fueron reportados o resi-
duos de desinfectantes, en los elementos de ordeno.

En enero de 2010 fue demostrado, por primera vez, vacas
resistentes a terapia por mastitis y se encontrd, como agen-
te etiolégico, Mycoplasma spp., en los pezones ordefnados
(Tabla 2). M. californicum, en el 1,4%, para 2010; para 2011,
con el 2,6% vy, para el 2012, se logré disminuir al 0,5%, con
terapia y manejo. M. alcalescens, en el 2010, con el 8,5%;
para el 2011, con el 0,4% y, para el 2012, con el 0,0%. No se
encontré M. bouis, que es en realidad el Micoplasma paté-
geno y que produce grandes pérdidas. En Colombia, si bien
son frecuentes los brotes de mastitis clinicas y subclinicas
resistentes a los tratamientos convencionales, no se habia
informado del aislamiento de Micoplasmas, por lo mismo,
este es el primer reporte cientifico de aislamiento de Myco-
plasma californicum y M. alcalescens en Colombia, produ-
ciendo mastitis en vacas lecheras.

En caso de infeccién mixta, donde se encuentra micoplasma
involucrado, este cuarto, se cuenta como mastitis por Myco-
plasma spp. En las infecciones que se mezcla St. agalactiae
con otro germen, solamente se reporta el germen de mayor
importancia. En base a las caracteristicas bioquimicas y sero-
légicas de las cepas aisladas, se puede afirmar que las mismas
corresponden a M. californicum y M. alcalescens, pero no
se encontré M. bovis. El alto nimero de colonias observadas
en las muestras de leche individual, se correlacionan con una
fase aguda de la mastitis por micoplasmas (Bushnell, 1984).

Los datos de estudios bacteriolégicos previos fueron de suma
importancia para sospechar de un brote de micoplasmosis
(altos recuentos de celulas soméaticas con bajos porcenta-
jes de aislamiento de microorganismos patégenos), ya que
coincide con los datos publicados por otros investigadores
(Bushnell, 1984; Gonzélez & Sears, 2003). Otros elementos
a tener en cuenta y que también se hallan bien documen-
tados (Boughton, 2009; Bushnell, 1984; Gonzélez & Sears,
2003; Zurita, 2012) fueron el alto nimero de animales con
los cuatro cuartos comprometidos, la marcada baja de pro-
duccién (aproximadamente, 12L/dia), la falta de respuesta a
las terapias antimicrobianas y, por Gltimo, la observacién de
un sedimento de aspecto arenoso, en algunas de las mues-

tras de leche positivas, al aislamiento. Todos estos factores
deberian ser tenidos en cuenta, tanto por los veterinarios de
campo como por los laboratorios de diagndstico bacteriol6-
gico, a fin de detectar posibles brotes de esta enfermedad.
Si bien los porcentajes de aislamiento de Micoplasmas son
bajos a nivel mundial, las pérdidas econémicas que ocasiona
son considerables, debido a la ineficacia de la antibioterapia,
la répida diseminacién de la enfermedad, la alta pérdida de
la produccién lechera y los inconvenientes de manejo, como
aislamiento de animales, ordefar por separado y no ordehar
con la misma méquina todos los animales. Por tales motivos,
en los Ultimos anos, se hace énfasis en el diagnéstico de Mi-
coplasmas, como causa de mastitis. En Colombia, los pro-
ductores lecheros, se preocupan cada vez méas en mejorar su
produccién con la incorporacién de nuevas tecnologias y el
control sanitario. A partir de los resultados obtenidos en este
estudio, se considera de suma importancia tener en cuenta
a los Micoplasmas como agentes productores de mastitis, en
fincas lecheras, del Altiplano Boyacense.

Conlflicto de intereses: El manuscrito fue preparado y revi-
sado con la participacién de todos los autores, quienes de-
claramos que no existe ningin conflicto de intereses, que
ponga en riesgo la validez de los resultados presentados.
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