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RESUMEN

La micoplasmosis es una enfermedad que cursa con diversas formas de
manifestaciones clinicas en el ganado lechero, siendo la mastitis una de las
principales, la cual causa pérdidas econémicas considerables en la produccion
lechera. Por tal motivo, la finalidad del presente estudio fue determinar la
frecuencia de Mycoplasma spp, en vacas de un establo en el municipio de
Matamoros en el estado de Coahuila. Se analizaron 140 muestras de leche de
vacas sanas y con mastitis clinica y subclinica, el procesamiento de las muestras
fue hecho con la leche que fue tomada después del despunte para la ordefa, y
almacenada a una temperatura entre 3 y 7 °C. Las muestras fueron cultivadas en
un medio de cultivo sdlido, especifico para el aislamiento de Mycoplasma spp y la
interpretacion de los resultados se basoé en las caracteristicas morfoldgicas tipicas
de las colonias de Mycoplasma spp observadas mediante microscopio
estereoscopico. Los resultados encontrados fueron de 42 (30%) aislamientos

Mycoplasma spp.

Palabras clave: Mycoplasma bovis, mastitis bovina, micoplasmosis



I. INTRODUCCION

La mastitis es una enfermedad comun en los hatos lecheros, esta infeccion puede
ser dificil de tratar, ya que es causada por diferentes agentes patdgenos
bacterianos o fungicos afectando a animales expuestos, principalmente animales
inmunocomprometidos (Grohn et al., 2004; Kirk y Mellenberger, 1994; Owens y
Nipper, 2008; Swanson et al., 2004).

La mastitis puede ser muy perjudicial ya que aumenta el nivel de células
somaticas en la leche afectando tanto la produccién de leche y la calidad del
procesamiento de sus derivados, la rentabilidad de un rebafio lechero disminuye,
ya que una vaca con mastitis produce menos leche, ademas la que produce no se
vende, en ocasiones es mejor desechar al animal que tratarlo cuando no recupera
su potencial de produccién completo. La deteccion temprana es fundamental para
prevenir el contagio de la enfermedad a otros animales del hato (Baird et al., 1999;
Cai et al., 2005; Grohn et al., 2004; Swanson et al., 2004).

Uno de los agentes etioldgicos causantes de mastitis es Mycoplasma bovis el cual
puede producir una patologia muy devastadora para un hato lechero, debido a
que: 1) Es una enfermedad altamente contagiosa, 2) El tratamiento con
antibioticos es ineficaz, 3) Los signos clinicos persisten por periodos variables de
tiempo, 4) Las vacas con mastitis subclinica con frecuencia propagan la infeccion
a otras vacas y pueden afectar al organismo durante meses o afios (Sickles et al.,
2000).

El origen y la propagacion de la infeccién en los brotes no estan completamente
aclarados, se sabe que la mastitis por Mycoplasma se disemina facilmente de
vaca a vaca durante el ordefio. Una forma importante por la que comienza este
problema en un hato es por introduccién de vacas que eliminan Mycoplasma
(Butler et al., 2000; Hernandez et al., 2003).



La infeccidén intramamaria por Mycoplasma del ganado lechero es una condicion
grave que puede resultar en la disminucion de la cantidad de leche, la mastitis es
predispuesta por una interaccion entre el agente causal (bacterias) el hospedero
(vaca) y el medio ambiente. El medio ambiente influye en la exposicion del hato a
los microorganismos y la capacidad de la vaca a resistir a la infeccion (Baird et al.,
1999; Rodrigues et al., 2005; Rosenbusch et al., 2005).

En la Comarca Lagunera es bien sabido que la mastitis en ganado lechero debido
a micoplasmosis bovina, estd muy difundida entre los hatos y de acuerdo a su
epidemiologia se difunde rapidamente entre ganado infectado y sano, de acuerdo
a estos conocimientos basicos, y sabiendo que en hato de estudio conviven
animales positivos a tuberculosis bovina, brucelosis y micoplasmosis, la finalidad
de la presente investigacion es conocer el impacto de la enfermedad sobre

animales sanos comparados con animales con mastitis clinica o subclinica.

Il. ANTECEDENTES

2.1 Historia

En el afio de 1898 Nocard y Roux describieron a los micoplasmas, demostrando
que la pleuroneumonia en ganado vacuno era causada por organismos que
pasan filtros que retenian bacterias. En 1962 se demostroé que el agente etioldgico
de la neumonia atipica primaria era un Mycoplasma (Mycoplasma pneumoniae)
(Rivera et al., 2001)

En el afo de 1963 se observaron los primeros casos de mastitis por micoplasmas
en los Estados Unidos de Norteamérica (EUA). A partir de 1970 y hasta el
momento, muchos hatos de diferentes estados de EUA han diagnosticado mastitis
por Mycoplasma bovis. También otros paises como Francia, Gran Bretana, Italia,
Canada e Israel han aislado Mycoplasma bovis de sus hatos lecheros con mastitis

clinicas y subclinicas (Cerda et al., 2000).



2.2 Clasificacion taxonéomica

El término “Mycoplasma”, del griego “mykes” (hongo) y de “plasma” (formado), se
acufia en 1950, y remplaza la antigua terminologia (PPLO, Pleuropneumonia-like
organisms, en inglés). La alusién a un hongo como el patréon de crecimiento en el
nombre de Mycoplasma pasa a describir solo el crecimiento de Mycoplasma
mycoides, pero el término fue adoptado y ha persistido hasta nuestros dias. En La
década de los 60°s, los micoplasmas fueron catalogados como miembros de una
clase denominada Mollicutes, que se derivan de las palabras en latin que significa
“‘mollis” (suave) y cutis (piel). Las denominaciones actuales de taxonomia incluidas
en la clase Mollicutes comprenden 4 érdenes, 5 familias, 8 géneros y alrededor de
200 especies conocidas que se han detectado en humanos, animales vertebrados,
artropodos y plantas (Quiroz, 2000; Waites et al., 2005; Waites y Talkington,
2004).

Tabla 1 Clasificacion Taxonémica

Reino: Bacteria

Division: Firmicutes

Clase: Mollicutes

Orden: Mycoplasmatales
Familia: Mycoplasmataceae
Género: Mycoplasma

(Quinn et al., 2002)

2.3 Etiologia

Los micoplasmas son la forma mas simple de organismos auto-replicantes. Son
microorganismos pleomorficos, carecen de pared celular, y se conectan
directamente a la célula del hospedero para obtener los nutrientes esenciales,
miden de 200 a 500 nm, crecen en medios solidos y liquidos, y utilizan glucosa

como fuente de energia (Kirk y Mellenberger, 1994; Nuhez et al., 2008).
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La falta de una pared celular rigida en todos los miembros de la clase Mollicutes
les impide la tincién de Gram, confiere pleomorfismo en sus células y los hace
muy susceptibles a la deshidratacion, lo que lo limita a una existencia parasitaria

como huésped en células eucariotas (Waites et al., 2005).

Los miembros de la clase Mollicutes se caracterizan por su pequefio genoma que
consiste en un unico cromosoma circular, y la falta una pared celular permanente.
Los estudios de las secuencias 16SrRNA sugieren que los micoplasmas se
relacionan mas estrechamente el subgrupo de eubacterias Gram Positivas que

incluyen los bacilos, estreptococos y lactobacilos (Waites y Talkington, 2004).

Mycoplasma bovis es un habitante comun del tracto respiratorio superior e inferior
en el ganado sano. En ganado bovino es posible aislar varias especies de
Mycoplasma, de ellas, Mycoplasma alkalences, M. bovigenitalum, M. bovis, M.
californicum y M. canadense provocan mastitis, artritis, neumonias, otitis y
problemas reproductivos, entre otras manifestaciones. Sin embargo, M. bovis es el

principal agente que causa mastitis (Gagea et al., 2006; Nunez et al., 2008)

Mycoplasma bovis es el agente etiologico mas importante de la micoplasmosis
bovina en varios paises, es el responsable de los brotes de mastitis terapia-
resistentes sobre todo en los rebafios lecheros mas grandes, es también
reconocido como un agente causal de neumonias, bronconeumonias, artritis,
poliartritis cronica, tenosinovitis, infecciones del oido medio, abscesos en la piel y
genitales, e infecciones de las vias que incluyen ooforitis, salpingitis, endometritis,
ademas de aborto y seminovesiculitis (Cai et al., 2005; Cerda et al., 2000; Gagea
et al., 2006; Kirk y Mellenberger, 1994; Rosenbusch et al., 2005; Sachse et al.,
2000; Saeman, 1994; Solis, 2010).

Mycoplasma bovis tiene la capacidad de someterse a una variacion antigénica por

alteraciones fenotipicas de la superficie inmunodominante de las lipoproteinas y



modula la respuesta inmune del hospedero. Ademas Mycoplasma bovis puede
adherirse, invadir y sobrevivir en las células epiteliales e inflamatorias. Estas
caracteristicas pueden facilitar la persistencia de Mycoplasma bovis en
enfermedades crénicas en cara a una respuesta inmune y una terapia prolongada

con antibidticos (Gagea et al., 2006).

El Mycoplasma mycoides se supone erradicado de Norteameérica, sin embargo, se
encuentra otra especie llamada Mycoplasma bovis, también presente en nuestro
pais, poseen dos tipos de colonias, las grandes que no son patdgenas para los
bovinos y las pequenas que son las que causan la enfermedad. Los micoplasmas
son bastante sensibles al ambiente, el calor, la desecacion y a los desinfectantes

comunes (Quiroz, 2000).

Se sabe que los micoplasmas que causan comunmente mastitis en vacas lecheras
son Mycoplasma bovis, M. bovigenitalium, M. californicum, M. canadense y M.
alkalenscens ademas de otros. De estos M. bovis es por mucho el causante mas

importante de mastitis (Kirk y Mellenberger, 1994).

2.4 Caracteristicas morfolégicas

Dado que las células de Mycoplasma son delimitadas por solo una membrana
celular plastica, su forma dominante es una esfera. Sin embargo, muchos
Mollicutes exhiben una variedad de entidades morfoldgicas, incluyendo células en
forma de pera, células en forma de jarra con un extremo terminal, filamentos de
diferentes longitudes y filamentos helicoidales. La capacidad de mantener su
forma con la ausencia de una pared celular rigida indica desde hace tiempo un

citoesqueleto en los micoplasmas (Razin et al., 1998).

El crecimiento de estos organismos en el laboratorio requiere de medios
especializados y condiciones atmosféricas. La preparacion del medio es un

proceso tedioso y prolongado. Las colonias requieren tipicamente de 5 a 10 dias



para desarrollarse y son pequenas y dificiles de ver. Estas dificultades a menudo
retrasan los esfuerzos de diagnostico y manejo de este tipo de mastitis,
aumentando el impacto de un brote en el hato (Baird et al., 1999; Owens y Nipper,
2008).

Los micoplasmas difieren de la mayoria de las bacterias que causan mastitis por
tener necesidades unicas de crecimiento como en medios de cultivo enriquecidos
con proteinas animales, un esterol y una fuente de ADN o de un nucleétido de
adenina. Los medios solidos o liquidos comerciales para micoplasmas (con
frecuencia, infusiones de corazén) se encuentran suplementados con suero
equino (20%) y extracto de levadura que aportan aminoacidos y vitaminas.
Ademas emplean penicilina para inhibir las bacterias Gram positivas y acetato de
talio para inhibir a las bacterias Gram negativas y hongos. (Kirk y Mellenberger,
1994; Owens y Nipper, 2008; Sickles et al., 2000).

Las pequeias colonias de los micoplasmas tienen forma tipica de "huevo frito", si
bien visible bajo el microscopio, son muy dificiles de enumerar. (Oravcova et al.,
2009).



Figura 1. Colonias caracteristicas de Mycoplasmas con aspecto de “huevo frito”.

Crecimiento en cultivo Agar SP-4. Ampliacion X40 (Rivera et al., 2009).

I

Figura 2. Multiples colonias pequefas con apariencia de huevo frito sobre una

placa de agar sangre en cultivo de liquido pleural (Muldrew y Edberg, 2009).



Figura 3. Tipicas colonias de Mycoplasma spp en un medio de Agar Mycoplasma
después de 5 dias de cultivo observadas con un microscopio estereoscopico a

10X (fotografia obtenida en los resultados de este trabajo).

2.5 Epidemiologia

El M. bovis se encuentra en casi todo el mundo, aunque algunos paises como
Australia y Sudafrica ya lo han erradicado. El control y erradicacién es dificil
debido al largo periodo de latencia que presentan los micoplasmas, siendo
necesario un largo periodo de cuarentena y vigilancia para poder declarar a un
hato libre de la enfermedad. Tiene una morbilidad del 90% y una mortalidad del

50%. En México se presenta sobre todo en ganado lechero (Quiroz, 2000).

Frecuentemente la historia de los hatos afectados incluye la reciente introduccion
de nuevos animales, un brote previo de enfermedades respiratorias y/o animales
con articulaciones inflamadas. Vacas de todas las edades en cualquiera etapa de
la lactancia son susceptibles, pero parece que animales en la etapa temprana de
la lactacion sufren con mas severidad debido a la presencia de edema de la

glandula mamaria (Saeman, 1994).



2.6 Transmision

La transmisién es por contacto con animales infectados y se produce por
inhalaciéon de gotas. Aproximadamente el 50% de los bovinos expuestos
desarrollan signos clinicos después de un periodo de incubacion variable (Currin
et al., 2009).

Naturalmente, las infecciones se han atribuido a la transmisién directa de
Mycoplasma bovis cuando se desprenden de un animal infectado a la glandula
mamaria, o las vias respiratorias o del tracto genital de un animal susceptible
(Byrne et al., 2005).

En un estudio de campo de las infecciones por Mycoplasma bovis en terneros y
vacas, donde los terneros eran descendientes de vacas con mastitis, las
infecciones se produjeron en las vias respiratorias superiores de los terneros,
como lo demuestra el aislamiento de Mycoplasma spp. y la produccion de

anticuerpos contra el agente (Fox et al., 2008).

A pesar de que Mycoplasma bovis puede vivir en el ambiente por periodos cortos
de tiempo, la propagacion de la enfermedad por la contaminacién de los establos,
comederos, camiones, etc, no es un medio importante de transmision (Currin et
al., 2009).

2.7 Manifestaciones clinicas.

La mastitis por Mycoplasma se caracteriza por una disminucién repentina de la
produccién y calidad de la leche, la infeccion no responde al tratamiento antibiético
y se puede propagar rapidamente a través del hato causando signos clinicos en
mas de un 20% del hato, mientras que los portadores subclinicos expulsan

micoplasmas en la leche (Butler et al., 2000).



Mycoplasma spp puede danar el tejido secretor produciendo fibrosis y abscesos
con paredes fibrosas anchas en la ubre, y crecimiento de los ganglios linfaticos

supramamarios (Saeman, 1994).

La mastitis por Mycoplasma esta caracterizada por signos clinicos severos, que
pueden involucrar desde uno a todos los cuartos de la glandula mamaria y por la
resistencia a las terapias antibidticas convencionales. Como en otras mastitis
contagiosas, la diseminacion entre los animales puede producirse por fomites
como las manos del operador, las pezoneras de la ordefiadora, o por via
respiratoria. En este ultimo caso, los micoplasmas pueden alcanzar la glandula

mamaria por via hematdgena (Cerda et al., 2000).

Las senales clasicas de la mastitis por Mycoplasma incluyen aumento de la
incidencia de los casos que son resistentes a la terapia, casos clinicos que
involucran multiples cuartos al mismo tiempo, una rapida caida en la produccion
de leche, y vacas con sintomas sistémicos tales como baja alimentacién y fiebre,
leche anormal que a menudo es marrén, con un sedimento escamoso o fluido
seroso. Algunas muestras de leche cuando se dejan reposar puede parecer que
tienen arena o aspecto granular (Kirk y Mellenberger, 1994; Owens y Nipper,
2008).

En trastornos respiratorios, el animal comienza con fiebre de 40 °C y una caida
brusca de la produccién de leche, anorexia, atonia ruminal, tos, bradicardia y
depresion; el animal se aparta, no se mueve y permanece con las patas abiertas,
el lomo arqueado y la cabeza extendida. Presentan dolor a la percusion toracica. A
la auscultacion se presentan roces pleurales ocasionados por la inflamacion
aguda, sin murmullo vesicular y con ruidos de liquidos y estertores humedos. Los
secuestros del Mycoplasma en pulmén, suelen estar en focos necroticos, que por
estrés pueden romperse y generar toxemia con lo que el 50% de los animales

muere en pocos dias (hasta 3 semanas) (Quiroz, 2000).
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2.8 Diagnéstico

El aislamiento de los micoplasmas a partir de las muestras clinicas no confirma
necesariamente su responsabilidad etiolégica, ya que algunos micoplasmas de
significacion clinica cuestionable se encuentran distribuidos ampliamente en la
naturaleza. En aquellas zonas en las que las enfermedades por micoplasmas son
endémicas, las caracteristicas clinicas pueden hacer sospechar la presencia de un

Mycoplasma patégeno determinado (Butler et al., 2000).

Esta enfermedad podria estar presente sin hacerse aparente, y puede tardar en
manifestarse clinicamente en el ganado, pero ante algun estrés provocado tal vez
por cambios nutricionales, clima extremoso, vacunaciones masivas, entre otros,
puede presentarse clinicamente y dar inicio al brote que debera de ser
diagnosticado y manejado adecuadamente por lo que es necesario contar con
técnicas de diagnodstico capaces de identificar al género y la especie de los
microorganismos causales, para tomar medidas adecuadas y lograr su control
(Hernandez et al., 2003; Kirk y Mellenberger, 1994; Martinez et al., 2004; Solis,
2010).

Mycoplasma spp debe sospecharse en hatos en donde hay varias vacas con
mastitis clinica en mas de un cuarto pero que continian comiendo y tienen poca
evidencia de la enfermedad sistémicamente. Los casos no responden al
tratamiento y generalmente las vacas afectadas muestran una marcada
disminucion en la produccién de leche o cesan de lactar. Sin embargo,
Mycoplasma spp puede ser aislada en hatos con vacas de alta produccion que no
demuestran los signos clasicos. Casos subclinicos con signos intermitentes de
mastitis clasica, no son raros. Las vacas infectadas pueden tener un alto nivel de
células somaticas y eliminar organismos por periodos variables (Saeman, 1994).

El diagndstico de la micoplasmosis se basa en la historia y los signos clinicos, en

las lesiones y la histopatologia. La prueba de fijacion del complemento y la de
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ELISA dan resultados confiables. Hay laboratorios de diagnoéstico que aislan
micoplasmas a partir de la leche de vacas con mastitis, permitiendo identificar a

las vacas para su aislamiento o segregacion rapida del hato (Quiroz, 2000).

Las muestras para el examen de laboratorio, que deben recogerse lo antes
posible, han de mantenerse refrigeradas y trasladarse al laboratorio dentro de las
primeras 48 horas. Como muestras adecuadas podemos mencionar los raspados
de mucosa, los exudados traqueales, los aspirados, las zonas de neumonia, la
leche y los fluidos de las cavidades corporales o de las articulaciones. El medio
para Mycoplasma, una vez inoculado, se incuba en aerobiosis o con un 10% de
COg, en una atmédsfera humeda a 37 °C hasta por 14 dias (Quinn et al., 2002).

El método de analisis de rutina utilizados por los laboratorios de diagndstico para
la identificacion de Mycoplasma spp en muestras clinicas o tanques de leche es
basado en el cultivo microbiologico en medios selectivos enriquecidos que
incluyen antibidticos, en camaras anaerébicas humedas (5-10% de CO;) por5a 7
dias. Sin embargo, este método representa un largo y complicado proceso, ya que
los micoplasmas crecen muy lentamente. Ademas, estos analisis deben
complementarse con la identificacion de especies bioquimicas o por pruebas de
inmunofluorescencia, haciendo de este un procedimiento costoso. Métodos
alternativos basados en la amplificacion del ADN para la deteccion directa de este
agente patdgeno en la leche de los animales o en los liquidos se han disefiado
para superar este problema. Hay varios métodos que identifican M. bovis por PCR.
Algunos de estos métodos se basan en la amplificacion del gen 16S rRNA. Sin
embargo, las secuencias de genes 16S rRNA de M. agalactiae y M. bovis
comparten 99,8% de similitud, afectando a la especificidad de los métodos
basados en la amplificacion de este gen. Otras estrategias de diagndstico se basa
en la amplificacion de secuencias desconocidas o genes especificos (Oravcova et
al., 2009).
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2.9Tratamiento

No hay un tratamiento efectivo, por lo cual generalmente la infeccién no responde
al tratamiento antibiético (Quinn et al., 2002). Debido a esto no es recomendable
tratar animales con micoplasmosis, a pesar de que puede haber respuesta a
ciertos antibidticos en la presentacion respiratoria como la tilosina, altas dosis de
tiamulina o la combinacion de doxiciclina y minociclina (tetraciclinas micronizadas),

o lincomicina combinada con espectinomicina (Currin et al., 2009; Quiroz, 2000).

2.10 Prevencion y control

La enfermedad puede ser controlada identificando a los animales infectados
mediante muestreo y cultivo de la leche de todas las vacas del hato, seguido de la
segregacion y/o eliminacion de los animales infectados. Ademas de implementar
medidas sanitarias rigidas, se debe tener mucho cuidado cuando se adquieran
animales de reemplazo. Algunas veces la enfermedad aparece de repente en
hatos que previamente no estaban infectados y sin introducir reemplazos. Se sabe
que las micoplasmas son residentes frecuentes en el tracto respiratorio de vacas
aparentemente normales y puede ocurrir la transferencia de los microorganismos

de los pulmones a la glandula mamaria (Quiroz, 2000).

Algunos brotes de mastitis por micoplasmas se han asociado con problemas
respiratorios en becerras, vaquillas y en vacas en establos pobremente ventilados.
Becerras jovenes alimentadas con leche de vacas con ubres infectadas con
Mycoplasma spp son susceptibles de tener infecciones respiratorias que pueden
persistir por varios meses. Un hato sospechoso de tener mastitis por Mycoplasma,
basado en la historia y los signos clinicos, debera cultivarse con el objeto de
establecer la naturaleza de la infeccion. Infecciones por Mycoplasma pueden
complicarse con infecciones de bacterias comunes que pueden presentarse al

mismo tiempo (Saeman, 1994).
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El uso de practicas adecuadas de manejo puede reducir la exposicién a bacterias
y aumentar la resistencia a la mastitis. El uso de practicas de control de la mastitis
contagiosa y el mantenimiento regular de la maquina de ordefio son comunmente
asociados en el bajo conteo de células somaticas en la leche (Rodrigues et al.,
2005).

Debido a que la micoplasmosis puede ser clinica, subclinica o crénica las pruebas
para deteccién rutinaria en los tanques de almacenamiento de la leche son utiles
para detectar la presencia de micoplamas (Baird et al., 1999).

Se debera considerar positivo a Mycoplasma para toda su vida a una vaca que
haya dado positivo en una muestra de leche (Butler et al., 2000).

Ill. JUSTIFICACION

De acuerdo a los antecedentes descritos y tomando en cuenta que el establo de
estudio, es un hato lechero compuesto de ganado infectado de tuberculosis,
brucelosis y micoplasmosis provenientes de ocho hatos de la Comarca Lagunera y
considerando que no todos los animales fueron trasladados por micoplasmosis, la
finalidad de la presente investigacion es conocer el impacto de la enfermedad

sobre animales sanos comparados con animales con mastitis clinica o subclinica.

IV. HIPOTESIS

Las muestras de leche de vacas con mastitis subclinica y clinica y muestras de
leche sin mastitis muestreadas en un establo del municipio de Matamoros,

Coahuila, presentan Mycoplasma spp
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V. OBJETIVOS

V.1 Objetivo General:
Aislar Mycoplasma spp a partir de leche de animales sanos y con mastitis

subclinica y clinica.

V.2 Objetivos especificos:
1. ldentificar vacas con mastitis clinica y subclinica y realizar estudios
microbioldgicos para el aislamiento de Mycoplasma spp a partir de leche.
2. Realizar estudios microbiolégicos para el aislamiento de Mycoplasma spp a

partir de leche de vacas aparentemente sanas de mastitis.

VI. MATERIAL Y METODOS

6.1 Lugar de estudio

Las muestras de leche se obtuvieron de un establo localizado en el municipio de
Matamoros, del estado de Coahuila, al cual llegan animales enfermos de
tuberculosis, brucelosis y micoplasmosis, de ocho establos de la Comarca
Lagunera, localizados en los municipios de Torredn, Matamoros y Francisco |.
Madero. El estudio microbiologico se realizé en el laboratorio de bacteriologia de
la Unidad de Diagnostico de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro
Unidad Regional Laguna, utilizando medios de cultivo selectivos para el
aislamiento de Mycoplasma spp.

6.2 Toma de muestras

Se recolectaron 140 muestras de leche de vacas de las cuales 27 presentaron
mastitis clinica, 48 mastitis subclinica y 65 de animales sanos, de cada una de

ellas se tomaron muestras de todos los cuartos.
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Las muestras se almacenaron en recipientes de plastico estériles de 100 mL de
capacidad, durante la ordefa, después del despunte y antes de empezar a
ordefiar, los recipientes se identificaron con el niumero del arete del animal,
después se colocaron en una hielera y se trasportaron al laboratorio en donde se

pusieron en refrigeracion a una temperatura de 3 a 7 °C.

6.3 Material de laboratorio

6.3.1 Para la toma de muestras:

Recipientes de plastico estériles de 100 mL, guantes de latex, cubre bocas, cinta

adhesiva y marcador permanente.

6.3.2 Para el procesamiento de las muestras:

Recipientes de plastico con muestras de leche, pipetas, marcadores y cinta
adhesiva para etiquetar las muestras, tubos de ensayo estériles de 10 mL para

centrifugar la leche, mechero Bunsen, cajas de Petri, asa de alambre punta

redonda, estufa bacterioldgica a 37 °C, estereoscopio y autoclave.

6.3.3 Medio de cultivo:

Agar Mycoplasma

6.4 Procesamiento de las muestras

Se centrifugaron 7 mL de leche utilizando una pipeta estéril, en un tubo de ensayo

estéril a 2500 rpm por 5 minutos, después se decantd el sobrenadante y se tomd

el precipitado de cada muestra para proceder a cultivar.
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Figura 4. Preparacion de la leche en tubos de ensayo para centrifugar.

Figura 5. Tubos de ensayo con leche precipitada lista para cultivo.
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Para el cultivo de las muestras de leche, se utilizaron cajas de Petri con Agar
Mycoplasma, cada caja de Petri se dividio en 8 fracciones, las que se identificaron

conforme al nUmero de muestra.

Figura 6. Division en fracciones de cada caja de Petri para el cultivo de las

muestras de leche.

6.5 Técnica

Se tomo con el asa estéril el precipitado de cada muestra, se sembré en el agar
Mycoplasma, las cajas sembradas se sellaron con cinta adhesiva, para evitar la
deshidratacién del medio, y se colocaron los medios ya cultivados en la estufa
bacteriolégica a una temperatura de 37.0 °C, para después observarlos con el

microscopio estereoscopico.
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Figura 7. Siembra de las muestras en los medios de cultivo de Agar Mycoplasma.
VIl. RESULTADOS

Se trabajaron un total de 140 muestras, las cuales fueron recolectadas en el mes
de enero de un establo lechero de Matamoros, Coahuila. De estas 27 fueron de
mastitis clinica, 48 de mastitis subclinica y 65 de animales sanos. Se procesaron
en el laboratorio de Bacteriologia de la Unidad de Diagnodstico de la Universidad
Auténoma Agraria Antonio Narro, Unidad Regional Laguna y se cultivaron en un
medio especifico de Agar Mycoplasma. Se revisaron los medios cada 24 horas
después del cultivo, durante diez dias, observandose crecimiento a partir del tercer
dia de cultivo. Se observé crecimiento de las colonias caracteristicas en 42 (30%)
muestras. De las 42 muestras positivas 34 (80.95%) correspondieron a vacas con

mastitis y 8 (19.05%) a leche de animales sanos.

19



140 MUESTRAS EN TOTAL

M Positivas

| Negativas

Figura 8. Porcentaje de muestras positivas y negativas, al aislamiento de

Mycoplasma spp.

La interpretacion de los resultados se basé en las caracteristicas morfolégicas
tipicas de las colonias de Mycoplasma, con aspecto de “huevo frito”, realizadas

mediante la observacion por medio del microscopio estereoscopico.

Figura 9. Resultados obtenidos en los medios de cultivo con Agar Mycoplasma

observados con el microscopio estereoscopico.

El crecimiento de los mycoplasmas se observé a partir del tercer dia de cultivo,

encontrandose las caracteristicas mas claras en el cuarto y quinto dia de cultivo, a
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partir de aqui las muestras positivas permanecieron 5 dias en la estufa
bacteriolégica y se almacenaron en refrigeracion a una temperatura de 4 a 7 °C.
Las muestras sin crecimiento se incubaron por 10 dias, para ser diagnosticadas

como negativas y posteriormente se guardaron en refrigeracion.

VIIl. DISCUSION Y CONCLUSION

La mastitis por Mycoplasma spp se caracteriza por una disminucién repentina de
la produccién y calidad de la leche, también porque la infeccidn no responde a un
tratamiento antibiotico especifico y su propagacién se puede dar de forma muy
rapida (Butler et al. 2000). Es importante identificar en animales sospechosos la
presencia de micoplasmas en un corto periodo de tiempo y tratar de disminuir la
propagacion, para esto son esenciales métodos de diagnostico especificos para
Mycoplasma spp. El uso de cultivos de medios selectivos para micoplasma resulta
un método simple para su identificacion, ademas de econdémico es rapido para
evidenciar la presencia de micoplasmas en un hato, por tal motivo se utilizé en el
presente trabajo. De acuerdo a diversos investigadores, las colonias requieren de
5 a 10 dias para desarrollarse (Baird, et al. 1999; Owens y Nipper 2008), en
nuestro estudio se empezaron a observar crecimientos desde el dia 3 y a ser muy

evidentes a partir del cuarto y quinto dia.

El aislamiento de los micoplamas a partir de las muestras clinicas no confirma
necesariamente su responsabilidad etioldgica como lo mencionan Butler et al.
(2000) pero si da un criterio para realizar acciones de control. A pesar de esta
aseveracion, en el hato estudiado, con animales confirmados que presentaron
mastitis debido a Mycoplasma spp, se observd una tendencia a infectar animales
aparentemente sanos y sin manifestacion de mastitis, de esta manera se
comprueba la diseminacion rapida entre los animales de un hato y su transmision
puede causar grandes pérdidas econdmicas si no se realizan medidas sanitarias

para su control.
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Algo similar mencionan Hernandez et al. (2003), que la enfermedad puede estar
presente sin hacerse aparente, y puede tardar en manifestarse clinicamente, lo
que confirma Saeman (1994) quien propone que Mycoplasma spp puede ser
aislada de hatos con vacas de alta produccién que no demuestran signos clasicos
ya que el medio ambiente y la capacidad de la vaca influye para resistir la

infeccion.

De acuerdo a los resultados obtenidos, entre animales sanos y con mastitis, se
puede apreciar que no todos los animales con mastitis presentan eliminacién de
micoplasmas en leche y que pocos animales sanos presentan la eliminacion de
micoplasmas en la leche, probablemente debido a una infeccion latente por el

contacto con animales infectados.

La técnica de cultivo resulta un método de diagndstico convincente para la
identificacion de micoplasmas, ya que esta técnica es mencionada por varios
autores con resultados favorables. Esta misma técnica es empleada en
laboratorios de diagndstico en donde se aislan micoplasmas a partir de muestras
de leche de vacas con y sin mastitis, permitiendo identificar a las vacas para su
aislamiento o segregacion rapida del hato, o se puede realizar el cultivo a partir de
leche de tanque. Otras pruebas especificas como la de fijacion del complemento y

la de ELISA dan resultados confiables pero son muy costosas.

De acuerdo a las caracteristicas morfolégicas de las colonias que crecieron a
partir del cultivo de leche, se emitié un diagndstico positivo que correspondioé a
Mycoplasma spp, como lo indican diversos investigadores (Butler et al., 2000;
Hernandez et al., 2003; Kirk y Mellenberger, 1994; Nufez et al., 2008; Oravcova et
al., 2009; Quiroz, 2000).
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El método de cultivo de muestras resulta un trabajo simple, para identificar el
género Mycoplasma, pero a su vez es un proceso tardado que no permite la
identificacion de la especie, para ello se tienen que realizar pruebas mas
especificas, como analisis inmunoabsorbentes, fijacion de complemento y puebas

moleculares, entre otras.
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X. GLOSARIO

ADENINA: Base purinica que es componente de los acidos nucleicos, ADN y
ARN.

ATONIA: Ausencia anormal de tono o tension muscular. Donde lo menciona?

CITOESQUELETO: Es un entramado tridimensional de proteinas que provee el
soporte interno para las células, ancla las estructuras internas de la misma e

interviene en los fendmenos de movimiento celular y en su division.

ESTEROL: Gran subgrupo de esteroides que contienen un grupo OH en la
posicion 3 y una cadena lateral alifatica ramificada de ocho o mas atomos de

carbono en la posicion 17.

EUBACTERIA: género de bacterias en forma de bastoncillo, anaerobias

gramnegativas, que se encuentran en el suelo y el agua.

FOMITES: Material inerte, como la ropa de cama, que puede transportar

organismos patogenos.

HEMATOGENO: Originado en o transportado por la sangre.

INMUNOFLUORESCENCIA: Técnica utilizada para identificar rapidamente un
antigeno, exponiéndolo a anticuerpos conocidos, marcados con fluoresceina, y

observyo la caracteristica reaccién de precipitacion antigeno-anticuerpo.

MASTITIS: Trastorno inflamatorio de las mamas, producido habitualmente por una

infeccion estreptocdcica o estafilocdcica.
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MOLLICUTES: Grupo inusual de bacterias que se distinguen porque carecen de

pared celular.
NUCLEOTIDO: Cualquiera de los compuestos en los que se desdobla un &cido
nucleico por accion de las nucleasas. Un nucleétido consta de un grupo fosfato,

una pentosa y una base nitrogenada.

OOFORITIS: Trastorno inflamatorio de uno o ambos ovarios, habitualmente

asociado a salpingitis.

PLEOMORFISMO: habilidad de algunas bacterias para cambiar de forma o de

existir en un numero extremo de formas morfolégicas cambiantes.

SEMINOVESICULITIS: Inflamacioén de las vesiculas seminales.
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