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ABSTRACT. Several mycoplasma species produce various diseases in different animal species. M. bovis
has been described as the cause of mastitis, arthritis, pneumonia and infertility in cattle. Furthermore, this
specie has been the most frequently isolated agent producing bovine mastitis. The objective of this study
was to isolate and typify mycoplasma strains from a clinical mastitis outbreak in a dairy farm of Buenos
Aires Province. A total of 279 samples were studied (276 from pooled quarter milk of cows with clinical
mastitis that did not respond to antibiotic therapy, 1 from bulk tank milk and 2 prepucial swabs from
bulls). The isolated mycoplasma strains (n=12) were further characterized by biochemical analysis, sero-
logical studies and electrophoretic analysis of the protein profiles (SDS-PAGE). Based upon these studies,
theisolated strains wer e identified asMycoplasma bovis. Thisisthefirst report of isolation of this microor -
ganism in Argentina. Therefore theresults described here could be very useful to improve mastitis control
in dairy farms.

KEY WORDS: Mycoplasma bovis, bovine mastitis, isolation, biochemical characterization, serological char-
acterization, electrophoresis.

INTRODUCCON. Mycoplasma bovis ha sido descrito como el agente etiolégico de mastitis, artritis, neu-
monias e infertilidad en ganado bovino. Por otra parte, esta especie ha sido la mas frecuentemente aislada
entre los micoplasmas productores de mastitis bovina. El objetivo de este estudio fue aislar y tipificar las
cepas de micoplasmas de un brote de mastitis clinica de un establecimiento lechero de la Provincia de Bue-
nos Aires. Se procesaron 276 muestras de leche de vacas con mastitis clinica y subclinica refractarias al
tratamiento con antibi6ticos B-lactdmicos, 1 muestra de leche de tanque y 2 muestras de raspados prepu-
cialesdetoros. Del total de muestras analizadas, se aislaron 12 cepas de Mycoplasma bovis, las cuales se ca
racterizaron mediante pruebas bioquimicas, serolégicasy por el estudio de sus perfiles proteicos por elec-
troforesis (SDS-PAGE). Esta esla primera comunicacién de aislamiento de este microor ganismo en la Re-
publica Argentina. A partir de los resultados obtenidos en este estudio, consideramos de suma importan-
Cia tener en cuenta a este agente productor de mastitis en el control microbiolégico de rutina de los esta-
blecimientos lecher os.

PALABRAS CLAVE: Mycoplasma bovis, mastitis bovina, aislamiento, caracterizacién bioquimica, caracteri-
zacion serologica, electroforesis.

INTRODUCCION los animales infectados pueden permanecer como reservo-
rios asintomati cos dentro de un tambo. Como en otras mas-
titis contagiosas, la diseminacién entre los animales puede

Mycoplasma bovis ha sido descrito como el agente etio- ' !
producirse por fémites como las manos del operador, las

[6gico de mastitis, artritis, neumonias e infertilidad en ga-

nado bovino. A su vez, esta especie ha sido la mas fre-
cuentemente aislada entre los micoplasmas productores de
mastitis bovinas.

Lamastitis por micoplasmas esta caracterizada por sig-
nos clinicos severos, que pueden involucrar desde uno a
todos los cuartos de la glandula mamaria y por la resisten
ciaalas antibi6ticoterapias convencional es. En otros casos,

pezoneras de la ordefiadora, o por via respiratoria. En este
ultimo caso, los micoplasmas pueden alcanzar la glandula
mamaria por via hematdgena.’®

Hasta el presente, las mastitis causadas por micoplas-
mas son controladas principal mente mediante la identifica-
cion y reemplazo de los animales infectados del rodeo, por
lo que es de suma importancia la deteccién temprana de los
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Tabla 1. Estudios de bacteriologia masiva preliminares realizados en €l rodeo total y en las vacas con mastitis clinica

Diagndstico Rodeo (n=476)" Vacas/mastitis clinica (n=56)"®
Negativo 28,7¢ 52,41
S. aureus 7,7 6,7
S sp. 13,2 -
S p. + Corynebacterium sp. 6,0 -
Corynebacteriumsp. 19,0 -
E. coli 5,0 -
Levaduras 0,2 12,5
Contaminadas 6,2 28,2
Flora banal 13,7 -

A Fecha de realizacion, 18/02/1997; recuento de células sométicas en leche, 700.000/ml.

B Fecha de realizacion, 12/03/1997
€ Datos expresados en porcentajes.

mismos.® Paratal fin, el método de diagnostico més utiliza-
do es el aislamiento a partir de muestras de tanque o de los
cuartos mamarios de | os animal es sospechosos.”

En e afio 1963 se observaron los primeros casos de
mastitis por micoplasmas en los Estados Unidos de Nortea
mérica (EUA). A partir de 1970 y hasta el momento, nu-
chos tambos de diferentes estados de EUA han diagnosti-
cado mastitis por M. bovis.” 1 También otros paises como
Francia, Gran Bretafia, Italia, Canada e Isragl han aislado
M. bovis de sus rodeos | echeros con mastitis clinicasy sub-
clinicas®® En la Republica Argentina, si bien son frecuen-
tes los brotes de mastitis clinicas y subclinicas refractarias
a los tratamientos convencionales, no se han informado
hasta el momento aislamientos de micoplasmas como
agentes responsabl es de |0os mismos.

El objetivo del presente estudio es comunicar el aisla-
miento de cepas de Mycoplasma bovis, a partir de un brote
de mastitis en un rodeo lechero de la provincia de Buenos
Aires, asi como también detallar la metodologia empleada
paratal fin.

MATERIAL Y METODOS

Animales. Los animales estudiados pertenecian a un
establecimiento de produccion lechera de la Provincia de
Buenos Aires. El rodeo estaba compuesto por 476 vacas,
de las cuales 56 presentaban mastitis clinica refractaria al
tratamiento con antibiéticos Flactamicos y 223 presenta-
ban mastitis subclinica. Los casos de mastitis clinica se
caracterizaron por una produccion de leche muy baja (4-6
I/dia), y en algunos casos, la leche extraida contenia un
sedimento arenoso muy particular. Los animales pertene-
cientes a este grupo presentaban un estado de salud aparen-

temente bueno (sin fiebre o problemas respiratorios, buen
apetito, buen estado general). Previamente a este trabajo,
se habian ealizado dos estudios bacteriolégicos, cuyos
resultados se presentan enlaTabla 1.

Muestras. Se tomaron 276 muestras de leche total de
vaca (muestra mancomunada de los cuatro cuartos mame-
rios) con mastitis clinicay subclinica, 1 muestra de leche
de tanque, y 2 muestras de raspados prepuciales de toros
utilizados para servicio natural de repaso en el rodeo.

Cultivos. Para readlizar el aislamiento de micoplasmas
se sembrd 0.01 ml de cada nuestra de leche individual en
Y, de placas con medio solido de Hayflick modificado® me-
diante el empleo de asade platino. Las placas se incubaron
a 37° C en camara humeda con 10% de CO, durante 10
dias. Se realizaron observaciones diarias con microscopio
estereoscopico para la deteccion de colonias de micoplas-
mas. Las cepas aisladas se clonaron en medio liquido de
Hayflick adicionado con 10% de glicerol y se conservaron
a-30 °C.

Pruebas bioquimicas. Pararealizar la caracterizacion
bioquimica de las cepas aisladas, se llevaron a cabo las si-
guientes pruebas: sensibilidad a la digitonina para la dife-
renciacion del género Acholeplasma,?? fermentacion de la
glucosa® hidrolisis de la arginina, reduccion del tetrazo-
liunt! y deteccion de la produccion de “film & spot” .5

Pruebas seroldgicas. La caracterizacion serolégica de
las cepas aisladas se llevé a cabo mediante la técnica de
inmunofluorescenciaindirecta.®

SDS-PAGE. A fin de conocer los perfiles de las protei-
nas totales de las cepas aisladas, se llev6 a cabo un estudio
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida con do-
decilsulfato de sodio (SDS-PAGE) a 12.5%.18

Cepas de referencia. Como control positivo de las
pruebas bioquimicas y seroldgices, y como patrén en el
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Tabla2. Resultado delas pruebas bioquimicasy seroldgica
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Pruebas Prueba
bioquimicas serolégica
Cepa Sitio deaislamiento Glucosa Arginina | Tetrazoliu |"Film & Spot" | Digitonina | IF indirecta
m
1-10 L eche de cuartos - - + + + +
1 Lechede tanque - - + + + +
12 Hisopado prepucial - - + + + +
M. bovis Cepa patrén - - + + + +
34/81

SDS-PAGE, se empled la cepa de M. bovis 34/81 cedida
gentilmente por el National Institute of Health de Tsukuba,
Japon.

RESUL TADOS

Al cabo de 5 dias de incubacion, se obtuvo el aisla-
miento de 12 cepas de micoplasmas (10 de muestras de
leche individuales, 1 de leche de tanque y 1 de raspado
prepucial). Tanto en las muestras de leche individual como
en la de raspado prepucial se observé un alto nimero de
colonias de micoplasma.

Pruebas bioquimicas. Las cepas ai sladas fueron sensi-
bles a la digitonina al 1.5%, no fermentaron la glucosa ni
hidrolizaron la arginina; fueron positivas alareduccion del
tetrazolium y produjeron “film and spot” luego de 7 dias
de incubacién en medio sdlido (Tabla 2).

Pruebas seroldgicas. Mediante la prueba de inmuno-
fluorescencia indirecta, se detect6 fluorescencia especifica
en las colonias aisladas, empleando sueros hiperinmunes
anti-M. bovis (Tabla 2).

SDS-PAGE. El estudio de los perfiles proteicos evi-
dencié una alta correlacion entre las cepas aisladas de le-
che, de prepucio y lacepapatron (Fig. 1).

DISCUSION

En base alas caracteristicas bioquimicas, seroldgicasy
proteicas de las cepas aisladas, podemos afirmar que las
mismas corresponden a Mycoplasma bovis. El alto nimero
de colonias observadas en las muestras de leche individual
se correlacionan con una fase aguda de la mastitis por mi-
coplasmas.'*

Teniendo en cuenta la gran similitud entre las bandas
proteicas de |as cepas aisladas de leche y la aislada del toro
de repaso, se podria sospechar que fue éste la fuente de
contagio y de diseminacién del brote. Esta hip6tesis se fun-
damenta en varios hallazgos de otros autores>6%" Basan-

donos en esto, seriarecomendable no utilizar toros de repa
so luego de la inseminacion artificial del rodeo o hacerlo
con animales sanitariamente controlados. No obstante, no
se deberia fijar la atencion solamente en este dato aislado,
sino que seria fundamental analizar retrospectivamente la
posible entrada de animales de reposicién a rodeo por ser
estala principal fuente de contagio del mismo.

L os datos de los estudios bacteriol 6gicos previos, fue-
ron de suma importancia para sospechar de un brote de
micoplasmosis (altos recuentos de células sométicas con
baj os porcentajes de ai slamiento de microorganismos paté-
genos, Tabla 1) ya que coinciden con los datos publicados
por otros investigadores™? Otros elementos a tener en
cuenta y que también se hallan bien documenta
dos211121314 fyeron e ato nimero de animales con los
cuatro cuartos comprometidos, la marcada baja de produc-
cion (aproximadamente 10 I/dia de febrero a marzo), la
falta de respuesta a las terapias antimicrobianas y por Ulti-
mo la observacién de un sedimento arenoso en algunas de
las muestras de leche positivas a aislamiento. Todos estos
factores deberian ser tenidos en cuenta, tanto por los vete-
rinarios de cada establecimiento, como por los |aboratorios
de diagnéstico bacteriolédgico, a fin de detectar posibles
brotes de esta enfermedad. Si bien |os porcentgjes de aisla-
miento de este microorganismo son bgjos a nivel mundial,
las pérdidas econdmicas que ocasiona son considerables
debido a la ineficacia de las antibioticoterapias, la rapida
diseminacién de la enfermedad, |la alta pérdida de la pro-
duccion lactea y los inconvenientes de manejo (varios ro-
deos, unidades de ordefia separadas, etc.).? Por tales moti-
Vos, en |os Ultimos afios muchos paises han puesto énfasis
en el control de esta enfermedad. En la Republica Argenti-
na los productores lecheros se preocupan cada vez més en
mejorar su produccion mediante la incorporacion de nue
vastecnologiasy el control sanitario. Por tal razon, y a par-
tir de los resultados obtenidos en este estudio, considera
mos de suma importancia tener en cuenta a este agente
productor de mastitis en el control microbiolégico de ruti-
na de | os establ ecimientos lecheros.
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Figura 1. SDS-PAGE de las cepas de Mycoplasma bovis aisladasy delacepadereferencia. Linea 1, marcador de peso
molecular; linea 2, cepadereferenciaM. bovis 34/81; linea 3, cepa de M. bovis aislada de leche de tanque; lineas 4-11,
cepas de M. bovis aisladas de leche individual; linea 12, cepa de M. bovis aislada de prepucio.
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