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Resumen 

Introducción: la mastitis bovina es una de las enfermedades que más pérdidas 

económicas causa a los productores de leche a nivel mundial. En Colombia, 

especialmente en Antioquia, principal zona lechera de país, uno de los 

patógenos más aislado de la mastitis bovina es Streptococcus agalactiae; 

bacteria que compromete significativamente la calidad, cantidad e inocuidad de 

la leche producida. De acuerdo con la bibliografía consultada, se seleccionaron 

seis genes que están relacionados con virulencia de este patógeno y buscar la 

asociación con el número de tratamientos antibióticos, datos que aportarán al 

conocimiento de S. agalactiae, con el fin de mejorar la calidad de la leche, la 

economía de los productores lácteos y por ende de la industria de Colombia.  

Objetivo: identificar molecularmente los factores de virulencia en cepas de S. 

agalactiae aisladas de mastitis bovina y explorar la asociación con el número de 

tratamientos antibióticos necesarios para curar la infección. 

Materiales y Métodos: se incluyeron 181 cepas de S. agalactiae aisladas de 

121 vacas con mastitis en periodo de producción, pertenecientes a 12 fincas 

lecheras especializadas del departamento de Antioquia (Colombia). A cada 

cepa se le identificaron genes asociados a virulencia, mediante técnicas 

moleculares. Los resultados se exploraron buscando asociación de los genes 

amplificados y el número de tratamientos antibióticos aplicados a cada animal, 

empleando herramientas estadísticas. 

Resultados: en las 181 cepas de S. agalactiae aisladas, se amplificaron 

diferentes marcadores de virulencia: cylE y el hylB en el 100% (181/181), lmb 

en el 15% (28/181), cfb en el 99% (180/181), scpB en el 40% (73/181) y el 

marcador bca no se amplificó en ninguno de los aislamientos evaluados. El 

análisis estadístico mostró asociación entre la presencia del marcador lmb y la 

aplicación de más de un ciclo de tratamiento a los animales infectados con 

cepas portadoras de este gen. 

Conclusión: este es el primer reporte en Colombia donde se identificó genes 

de virulencia en cepas de S. agalactiae aisladas de mastitis bovina y se 

encontró asociación con la respuesta al tratamiento antibiótico; sin embargo, es 

importante ampliar la investigación de estos factores con el objetivo de 

continuar entendiendo la epidemiología de la bacteria, por consiguiente, para 

ajustar las medidas de diagnóstico y control. 
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Abstract 

Introduction: Bovine mastitis is one of the diseases that cause the greatest 

economic losses to milk producers worldwide. In Colombia, especially in 

Antioquia, the main country dairy, one of the most isolated pathogens of bovine 

mastitis is Streptococcus agalactiae; Bacteria that significantly compromise the 

quality, quantity and safety of the milk produced. According to the literature 

consulted, six genes were selected that are related to virulence of this pathogen 

and to seek association with the number of antibiotic treatments, data that will 

contribute to the knowledge of S. agalactiae, to improve the quality of milk, The 

economy of the dairy producers and, therefore, of the Colombian industry. 

Objective: Molecularly identify virulence factors in strains of S. agalactiae 

isolated from bovine mastitis and explore the association with the number of 

antibiotic treatments necessary to cure the infection. 

Materials and Methods: We included 181 strains of S. agalactiae isolated from 

121 cows with subclinical mastitis during the production period, belonging to 12 

specialized dairy farms in the department of Antioquia (Colombia). Virulence-

associated genes were identified for each strain using molecular techniques. 

The results were explored looking for association of the amplified genes with the 

number of antibiotic treatments, using statistical tools. 

Results: In the 181 isolates of S. agalactiae isolated, different virulence markers 

were amplified: cylE and hylB in 100% (181/181), lmb in 15% (28/181), cfb in 

99% (180 / 181), scpB by 40% (73/181). The marker bca was not amplified in 

any of the isolates evaluated. When performing the statistical analysis, it was 

found that only the presence of the lmb marker had statistical significance 

regarding the number of treatment cycles performed on each animal. 

Conclusions: This is the first report in Colombia where virulence genes were 

identified in strains of S. agalactiae isolated from bovine mastitis and association 

with response to antibiotic treatment was found; However, it is important to 

expand the investigation of these factors with the aim of continuing to 

understand the epidemiology of the bacteria, therefore, to adjust the diagnostic 

and control measures. 
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1. INTRODUCCIÓN 

La mastitis bovina es una de las enfermedades que más perdidas económicas 

causa en la industria láctea. Se considera que más del 70% de los gastos de los 

ganaderos se debe a la mastitis (Bedoya, 2008), ocasionando reducción en la 

producción de leche, servicios veterinarios, tratamientos con antibióticos, el 

descarte de la leche, depreciación en los animales, gastos de alimentación y 

pérdidas en bonificaciones (Keefe, 2010a). En Colombia uno de los principales 

causantes de mastitis bovina es Streptococcus agalactiae, patógeno que impacta 

negativamente la calidad, cantidad e inocuidad de la leche producida (Keefe, 

2010b).  

 

La prevalencia de S. agalactiae varía de país a país, encontrándose 

esporádicamente en paises como Bélgica, Finlandia, Suecia, Noruega y Canadá; 

en este último país, a principios de los años noventa la prevalencia reportada fue 

de 18% (Keefe et al., 1997) y para el 2006 disminuyó en un 1.6% mediante la 

implementación de programas para el mejoramiento de la calidad de leche (Keefe, 

2010c). Contrario a lo que se ha observado en Dinamarca, donde la prevalencia en 

el año 2000 estaba en un 2% e incrementó para el año 2009 al 6,1%, a pesar de 

tener programas de vigilancia obligatorios en la leche de tanque (Katholm et al., 

2012). En estudio realizado en 2010 en Colombia por University of Prince Edward 

Islanda - UPEI, COLANTA y el Instituto Colombiano de Medicina Tropical (ICMT) - 

Universidad CES, donde se evaluaron muestras de leche provenientes de 498 

tanques de enfriamiento distribuidos a nivel nacional, se evidenció una prevalencia 

de S. agalactiae del 42%, encontrándose mayor presencia en los tanques ubicados 

en Antioquia (Keefe et al., 2010c). Ramírez et al, (2014) encontró durante un 

estudio realizado también en Antioquia, una prevalencia de S. agalactiae a nivel de 

vaca del 34,5% (Ramírez et al., 2014). 

 

La diseminación de S. agalactiae dentro del hato generalmente ocurre durante el 

proceso de ordeño, debido a prácticas inadecuadas que facilitan la infección 

cruzada entre animales (Haltia et al., 2006). Los animales infectados no detectados 



11 

 

o los que no responden al tratamiento con antibióticos, podrían ser reservorios de 

infección, situación que al final va a pemitir que persista la bacteria dentro de la 

glándula mamaria y se dificulte su control o erradicación (Berry et al., 2002; Erskine 

et al., 2003; Boonyayatra, 2012). A este patógeno, generalmente se le ha reportado 

buena respuesta a la terapia antibiótica, especialmente a los betalactámicos 

(Erskine et al., 2002; Edmondson, 2011); sin embargo, en un estudio reciente 

realizado en China, se reportó que alrededor del 60% de los aislamientos (n=57) 

presentaron In vitro una disminución en la sensibilidad a los betalactámicos 

evaluados (resistencia fenotípica) (Ding et al., 2015). 

 

S. agalactiae posee una variedad de factores de virulencia que contribuyen a la 

patogenicidad, pues permiten evadir la respuesta inmune, la adhesión e invasión 

de las células, la destrucción del tejido y la diseminación de la bacteria. Algunos de 

los factores de virulencia estudiados en cepas aisladas de mastitis bovina son: la 

peptidasa C5a (gen scpB), enzima localizada en la superficie bacteriana que se ha 

asociado con la disminución de la migración de neutrófilos, debido a la actividad 

proteolítica que ejerce sobre uno de los productos del complemento (C5a) 

encargado de la quimioatracción; además, se le ha atribuido la capacidad de unirse 

a la fibronectina para invadir las células epiteliales (Beckmann et al., 2002); la 

proteína de unión a la laminina (gen lmb) y la proteína alfa-C (gen bca), son 

moléculas de superficie implicadas en la adhesión e invasión celular (Tenenbaum 

et al., 2007; Zadoks et al., 2011; Li et al.,1997); la β-hemolisina (gen clyE), es una 

enzima con capacidad citotóxica, relacionada con el daño al tejido y con la 

diseminación de la bacteria (Rosa-Fraile et al., 2014); la enzima hialuronidasa (gen 

hylB), actúa principalmente sobre el hialuronato, destruyendo la estructura normal 

del tejido conectivo del huésped y exponiendo las células del tejido a diversas 

toxinas bacterianas (Rojo et al., 2008);  por último, el factor CAMP (gen cfb), es una 

proteína que potencia la acción de la esfingomielinasa estafilocóccica (beta – 

toxina) y al cual se le atribuye acción citotóxica sobre el tejido mamario (Merl et al., 

2003; Beenu et al., 2012; Dmitriev et al., 2002). 
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Estudios realizados en diferentes países han identificado factores de virulencia 

tanto en cepas aisladas en humanos como en bovinos; sin embargo, en Colombia 

no existe ningún reporte de factores de virulencia en cepas de origen bovino; por lo 

tanto, el propósito del presente trabajo fue identificar molecularmente algunos 

factores de virulencia en cepas de S. agalactiae aisladas de mastitis bovina y 

explorar la asociación con el número de tratamientos antibióticos aplicados a los 

animales infectados con este patógeno. 

 

2. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

2.1 Tipo de estudio 

Se realizó un estudio de corte, para identificar marcadores moleculares de 

virulencia de S. agalactiae aislados de leche de bovinos con mastitis y explorar la 

asociación con el número de ciclos de tratamiento recibidos por animal. 

 

2.2 Población del estudio 

Se incluyeron por conveniencia 181 cepas de S. agalactiae aisladas de muestras 

de leche de bovinos con mastitis. Las cepas incluidas se aislaron de 121 bovinos 

pertenecientes a 12 hatos de lechería especializada, ubicados en dos zonas del 

departamento de Antioquia: zona norte (Entrerríos, Don Matías, San José de la 

Montaña, Santa Rosa, San Pedro de los Milagros y Belmira) y zona oriente (La 

Unión y Abejorral). 

  

2.3 Recolección de las muestras de leche 

El muestreo fue realizado entre julio de 2013 y mayo de 2014 (Reyes et al., 2015). 

Se recolectó aproximadamente 30 ml de leche proveniente de los cuatro pezones 

(muestra compuesta), previa desinfección de los mismos. Las muestras se 

recolectaron en tres momentos diferentes, como se describe a continuación:  
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• Muestreo inicial (inicio): se realizó a todos los bovinos en producción 

pertenecientes a los 12 hatos incluidos; el objetivo, identificar los animales 

positivos a S. agalactiae. 

• Muestreo de seguimiento (seguimiento): se realizó solo a los animales que 

resultaron positivos en el primer muestreo y que recibieron el primer ciclo de 

tratamiento, de acuerdo con lo descrito en el estudio de Reyes et al. (2015). 

Este muestreo se hizo 21 días después de aplicada la última dosis del 

antibiótico; el objetivo, detectar por cultivo los animales positivos después 

del primer ciclo de tratamiento (ver ítem 2.5, esquema de tratamiento). 

• Muestreo final (final): se realizó a todos los animales muestreados 

inicialmente, aproximadamente, 64 días después del primer muestreo; el 

objetivo, identificar los animales positivos al final de los tratamientos 

aplicados (ver ítem 2.5, esquema de tratamiento).  

 

Después de recolectadas las muestras se transportaron al laboratorio para su 

análisis microbiológico y determinación de grasa, proteína y recuento de células 

somáticas (RCS). 

 

2.4 Aislamiento e identificación de las cepas de S. agalactiae 

Cada muestra fue sembrada (0,01 mL) en agar sangre esculina e incubada a 37°C 

por 48 horas. Las colonias sospechosas (esculina negativa) se identificaron 

mediante las pruebas y criterios establecidos por el Consejo Nacional de Mastitis 

(NMC, por sus siglas en inglés) (NMC, 2004). Ver Tabla 1. 

 

Para confirmar que las cepas identificadas por las técnicas convencionales 

correspondían a S. agalactiae, se seleccionaron 23 cepas aleatoriamente y se 

remitieron a un laboratorio externo para su identificación con el sistema comercial 

VITEK 2 Compact de Biomerieux.  
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Al final, todas las 181 cepas fueron almacenadas en caldo tripticasa soya 

glicerinado y conservadas a – 80ºC, hasta su reactivación para los estudios 

moleculares. 

 

Tabla 1. Pruebas y criterios para la identificación microbiológica S. agalactiae 

Prueba Criterio de aceptación 

Gram Cocos Gram positivos 

Catalasa Negativa 

CAMP Positiva 

 

2.5 Esquema de tratamiento de los animales infectados con la cepa S. 

agalactiae 

Los animales positivos a S. agalactiae fueron tratados con dos antibióticos, tal 

como se describió en el estudio de Reyes et al., (2015). Estos animales fueron 

distribuidos en dos grupos para ser tratados con un antibiótico diferente cada 

grupo; un grupo fue tratado con antibiótico intramamario (Masticilina Lactación: 200 

mg de cloxacilina y 75 mg de ampicilina) y otro grupo con intramuscular (Mamyzin 

P: Penetamato Idohidrato), siguiendo las recomendaciones de la casa comercial 

(Reyes et al., 2015).  Brevemente, se especifica el esquema empleado: 

 

• Primer ciclo de tratamiento: administrado a todos los animales positivos, de 

acuerdo con el antibiótico asignado. 

• Segundo ciclo de tratamiento: administrado a los animales que continuaron 

positivos a S. agalactiae, después del primer ciclo de tratamiento. 

 

2.6 Análisis composicional para grasa, proteína y células somáticas (RCS). 

El análisis composicional (grasa y proteína) se realizó con el equipo CombiFoss™ - 

MilkoScan (Foss, Dinamarca) y el RCS con el equipo Fossomatic™ FC 6000 (Foss, 

Dinamarca). Estos análisis se realizaron de acuerdo con los protocolos 

establecidos en el laboratorio de calidad de leche de Colanta en San Pedro de los 
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Milagros (adaptado de NTC-ISO/IEC 17025:2005 y certificación PMO Ordenanza 

de leche pasterizada grado A). 

 

2.7 Reactivación de las cepas de S. agalactiae 

Las 181 cepas almacenadas, fueron reactivadas mediante repique en agar sangre 

esculina e incubadas a 37ºC por 48 horas. Después de verificado el crecimiento y 

la pureza de cada una de las cepas, se identificaron nuevamente como se describió 

en el ítem 2.4.  

 

2.8 Extracción de ADN 

A cada una de las cepas reactivadas se le realizó extracción de ADN, empleando el 

estuche comercial QIAamp DNA minikit de QIAGEN, (Hilden, Germany, Cat. 

N°69506), de acuerdo con el protocolo recomendado para la extracción de ADN de 

bacterias Gram positivas. La extracción se realizó a partir de 200 µl de una 

suspensión bacteriana a una concentración de 1 x 108 ufc/mL (equivalente a la 

escala 0,5 Macfarland). Posteriormente, se determinó la concentración de ADN y 

su pureza usando el equipo NanoDrop 2000c (Thermo Fischer Scientific Inc, 

EE.UU). El ADN extraído se almacenó a -20ºC hasta su uso. 

 

2.9 Selección y evaluación de los cebadores In Silico 

Los cebadores se seleccionaron incialmente teniendo en cuenta las referencias 

bibliográficas disponibles (Tabla 2). Para determinar su especificidad estos fueron 

evaluados mediante BLASTn (www.blast.ncbi.nlm.nih.gov) y el simulador online “In 

Silico PCR amplification” (www.insilico.ehu.eus/PCR), utlizando como referencia la 

secuencia del genoma de S. agalactiae 2603V/R (AE009948).  

 

Tabla 2. Listado de cebadores utilizados en las PCR 

Gen Secuencia 
Tamaño del 

producto (pb) 
Referencia 

lmb 
F: GACGCAACACACGGCAT 

300 
(Dmitriev et al., 2002; Duarte et 

al., 2005,) R: TGATAGAGCACTTCCAAATTTG 

scpB 
F: ACAATGGAAGGCGCTACTGTTC 

255 
(Dmitriev et al., 2002; Beenu et 

al., 2012) R: ACCTGGTGTTTGACCTGAACTA 

http://www.insilico.ehu.eus/PCR
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cylE 
F: ACGGCTTGTCCATAGTAGTGTTTG 

345 (Dmitriev et al., 2002) 
R: AACGACACTGCCATCAGCAC 

hylB 
F: ACAAATGGAACGACGTGACTAT 

346 (Dmitriev et al., 2002) 
R: CACCAATTGGCAGAGCCT 

cfb 
F: ATGGGATTTGGGATAACTAAGCT 

193 (Dmitriev et al., 2002) 
R: AGCGTGTATTCCAGATTTCCTTAT 

bca 
F: CAGAGTACAGGAAGGGCTAGTC 

183 (Dmitriev et al., 1999, 2002) 
R: TTCTTCCGTCCACTTAGGATC 

 

 

2.10 Identificación de los marcadores de virulencia  

A cada uno de los aislamientos obtenidos se les buscó mediante técnicas 

moleculares basadas en PCR los siguientes marcadores genéticos asociados a 

virulencia: proteína de unión a la laminina (lmb), peptidasa C5a (scpB), β-

hemolisina (cylE), enzima hialuronidasa (hylB), factor CAMP (cfb) y proteína alfa-C 

(bca).  

 

2.11 PCR´s empleadas para la identificación de los marcadores 

Se realizaron dos PCR múltiples, una donde se incluyeron los marcadores bca y 

hylB y otra para los marcadores cylE, lmb, cfb. Para el marcador scpB se realizó 

una PCR individual. Como control se utilizó la cepa de referencia de S. agalactiae 

ATCC® BAA-611™. Las PCR se realizaron en el termociclador BioRad MyCycler.  

 

2.11.1 PCR´s múltiple para los marcadores bca, hylB, cylE, lmb y cfb 

Las dos PCR múltiples se realizaron bajo las mismas condiciones de reacción y 

amplificación. A continuación, se describen las condiciones de reacción y 

amplificación empleadas: 25 µL de volumen final de reacción, el cual contenía 12.5 

µL del master mix PCR múltiplex QIAGEN® (Cat. N° 206143), 2,5 µL de una 

mezcla de iniciadores que contenían 0.2 µM de cada uno (Tabla 2), 2.5 µL del ADN 

y 7.5 µL de agua Milli-Q estéril. El perfil térmico fue: 95ºC por 5 minutos para la 

desnaturalización inicial, seguida de 40 ciclos a 94ºC por 30 segundos, 50ºC por 90 

segundos, y 72ºC por 90 segundos; por último, una extensión a 72ºC por 10 

minutos (Dmitriev et al., 2002, 2004). 
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2.11.2 PCR para el marcador scpB 

Las condiciones de reacción y amplificación para esta PCR fueron: volumen final 

de reacción 25 μL, el cual contenía 5 μL de buffer de PCR (KCl) a una 

concentración 10X, (Thermo Scientific Taq DNA polymerase [recombinant], (Cat. Nº 

EP0405, Lot: 00170353)), 3,5 μL de MgCl2 a una concentración de 3,0 mM, 

(Thermo Scientific Taq DNA polymerase [recombinant], (Cat. Nº EP0405, Lot: 

00170353)), 1 μL de cada uno de los iniciadores a una concentración 0,2 μM (Tabla 

2), 0,2 μL de dNTP a una concentración de 0,25 mM (Thermo Fisher Scientific – 

Fermentas, dTTP solution (Cat. Nº R0171), dATP solution (Cat. Nº R0141), dGTP 

solution (Cat. Nº R0161) y dCTP solution (Cat. Nº R0151) y 1,25 μL de Taq 

polimerasa a una concentración de 1U/ μL (Thermo Scientific Taq DNA polymerase 

[recombinant], (Cat. Nº EP0405, Lot: 00170353)), 2 μL de ADN y 11.05 µl agua 

Milli-Q estéril. El perfil térmico fue: 95ºC por 5 minutos para la desnaturalización 

inicial, seguida de 40 ciclos a 94°C durante un minuto, 55°C durante un minuto y 

72°C durante dos minutos y una extensión final a 72°C por 10 minutos.  

 

2.12 Electroforesis 

Los productos de PCR fueron separados por electroforesis a 100 voltios por una 

hora, en geles de agarosa al 2%, teñidos con bromuro de etidio y se capturaron las 

imágenes empleando el analizador de imagen Epichemi3 DarKroom.  

 

2.13 Conformación de perfiles de cepas 

De acuerdo con la presencia/ausencia del marcador amplificado de los seis genes 

de virulencia, se agruparon los aislamientos de estudio. Estos grupos fueron 

denominados “perfiles”, los cuales se identificarón con números consecutivos (1-5), 

Cada perfil correspondió a una combinacion especifica de los seis genes, iniciando 

con el perfil 1; en éste se incluyeron las cepas con el menor número de marcadores 

amplificados. A medida que aumentaba el número de marcadores amplificados, se 

le asignó al perfil el número consecutivo correspondiente.  
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2.14 Conformación de los grupos y la variable respuesta 

2.14.1 Conformación de los grupos 

Los aislamientos incluidos en este estudio fueron también agrupados de acuerdo 

con los ciclos de tratamientos aplicados a cada animal (un ciclo o dos ciclos) y con 

el número de veces que el patógeno fue aislado del animal tratado (Reyes et al., 

2015). A continuación, se describen los grupos establecidos: 

 

Grupo 1: las cepas aisladas en los tres muestreos realizados (inicio, seguimiento y 

final) a los animales que recibieron dos ciclos de tratamiento. 

Grupo 2: las cepas aisladas en dos muestreos (inicio y seguimiento) de los tres 

muestreos realizados a los animales que recibieron dos ciclos de tratamiento. 

Grupo 3: las cepas aisladas en dos muestreos (inicio y final) de los tres muestreos 

realizados a los animales que solo recibieron un ciclo de tratamiento. 

Grupo 4: las cepas aisladas en un solo muestreo (inicio) de los tres muestreos 

realizados a los animales que solo recibieron un ciclo de tratamiento. 

 

2.14.2 Variable respuesta 

La variable respuesta se realizó a nivel de vaca, fue conformada como binaria, 

donde “0” correspondió a los aislamientos de los animales que requirieron un ciclo 

de tratamiento (Grupos 3 y 4) y “1” a los aislamientos de los animales que 

requirieron dos ciclos de tratamiento (Grupos 1 y 2).  

 

2.15 Prueba de susceptibilidad antimicrobiana 

Se evaluó el perfil de susceptibilidad a los antibióticos, mediante el método de 

concentración mínima inhibitoria (CMI) a los aislamientos de S. agalactiae que se 

les detectó el marcador de virulencia “lmb”. La CMI fue determinada en un 

laboratorio externo empleando el sistema comercial “VITEK 2 Compact” de 

Biomerieux específico para Streptococcus (AST- ST01). (Julio et al., 2014). 
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2.16 Análisis estadístico 

Se realizó un análisis descriptivo de las variables cualitativas y cuantitativas de 

interés y un análisis bivariado para explorar la distribución de las variables y su 

relación con el número de ciclos. El análisis multivariado se realizó al nivel de vaca, 

debido a que la variable respuesta fue medida al nivel de animal tratado. 

Posteriormente se realizó el análisis a nivel multivariado, usando un modelo de 

regresión logístico mixto de dos niveles, con el objetivo de explorar las 

asociaciones entre los perfiles de virulencia más frecuentes y los ciclos del 

tratamiento. La parte aleatoria del modelo estuvo conformada por los hatos. La 

descomposición de la varianza (σ2) del modelo se realizó por medio del método de 

la variable latente (Dohoo et al., 2009). 

 

ρ = σ2
hato/ (σ2

hato + π2 /3) 

 

El almacenamiento de los datos se realizó en hojas de cálculo de Excel y el análisis 

estadístico se realizó con el programa Stata versión 14 (StataCorp. Texas, USA 

2011).  

 

 

3. RESULTADOS 

 

3.1 Análisis descriptivo 

3.1.1 Variables composicionales y sanitaria de la leche  

Se realizó descripción de las variables composicionales y sanitarias de los hatos 

lecheros, los cuales no se usaron en la modelación epidemiológica. El análisis 

composicional de grasa, proteína y RCS se realizó a cada uno de los animales 

positivos a S. agalactiae durante los tres muestreos. Las variables grasa y proteína 

tuvieron una mediana de 2,61% y 3,30%, respectivamente (Tabla 3). Para el RCS 

se encontró que el 75% de los datos tenían al menos 1527, con una mediana de 

643 y un rango intercuartil de 1302.  
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Tabla 3. Distribución de variables composicionales y sanitarias de la leche en los 

animales de estudio 

    Percentiles Grasa Proteína RCS x 1000 

25 2,06 3,03 225 

50 2,61 3,3 625 

75 3,07 3,58 1527 

 

3.1.2 Distribución de los aislamientos por hatos y zonas  

 

Tabla 4. Distribución de los 181 aislamientos en los 12 hatos y por zonas  

Zona - Municipio 
Número 
de hatos 

Número de 
Animales 

positivos a 
S. agalactiae 

Número de 
aislamientos 

Oriente 
La Unión  1 3 3 

Abejorral 10 6 12 

Norte 

Entrerrios 2 9 14 

Don Matías 

3 15 30 

5 5 5 

7 9 10 

San José de la Montaña 
4 18 32 

9 8 8 

 Santa Rosa 
6 15 28 

8 3 3 

San Pedro 11 19 25 

Belmira 12 11 11 

Total 8 12 121 181 

 

3.1.3 Distribución de los aislamientos en los grupos de tratamiento.  

En la tabla 5 se observa la distribución de los 181 aislamientos de S. agalactiae de 

acuerdo con el grupo establecido (Ítem 2.14.1). 

 

Tabla 5. Distribución de los 181 aislamientos de S. agalactiae, según el grupo  

 
Muestreo 

 
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 

Inicio 15 11 19 76 

Seguimiento 15 11 0 0 

Final 15 0 19 0 

Total 45 (25%) 22 (12%) 38 (21%) 76 (42%) 
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3.1.4 Marcadores de virulencia amplificados en los aislamientos de S. 

agalactiae evaluados. 

 

3.1.4.1 Amplificación de los marcadores hylB y bca (PCR múltiple 1) 

En el 100% (181/181) de los aislamientos de S. agalactiae evaluados se amplificó 

el marcador hylB y no se obtuvo amplificación del marcador bca. El marcador bca 

fue analizado también individualmente siguiendo el protocolo descrito por Dmitriev 

et al. (2002), para corroborar la ausencia del gen y tampoco se obtuvo amplificado 

(0/181). (Figura 1, 4). 

 

 

Figura 1. Gel de electroforesis de agarosa al 2% donde se observan los productos de la PCR 
múltiple 1 para los marcadores hylB y bca; carril 1: marcador de peso molecular (50pb), carril 2: 
control positivo (cepa de referencia S. agalactiae); carril 3 a 19: amplificados de los aislamientos de 
S. agalactiae; carril 20: control negativo (agua Milli-Q estéril). 

 

 

3.1.4.2 Amplificación de los marcadores cylE, lmb y cfb (PCR múltiple 2) 

En el 100% (181/181) de los aislamientos de S. agalactiae evaluados se amplificó 

el marcador cylE, en el 15,47% (28/181) el marcador lmb y en el 99,45% (180/181) 

el marcador cfb (Figura 2, 4). 
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Figura 2. Gel de electroforesis de agarosa al 2% donde se observan los productos de la PCR 
múltiple 2 para los marcadores cylE, lmb y cfb; carril 1: marcador de peso molecular (50pb), carril 2: 
control positivo (cepa de referencia S. agalactiae); carril 3 a 19: amplificados de los aislamientos de 
S. agalactiae; carril 20: control negativo (agua Milli-Q estéril). 

 

3.1.4.3 Amplificación del marcador scpB   

En el 40.33% (73/181) de los 181 aislamientos de S. agalactiae evaluados se 

amplificó el marcador scpB (Figura 3, 4). 

 

 

Figura 3. Gel de electroforesis de agarosa al 2% donde se observan los productos de la PCR para 
el marcador scpB; carril 1: marcador de peso molecular (50pb), carril 2: control positivo (cepa de 
referencia S. agalactiae); carril 3 a 19: amplificados de los aislamientos de S. agalactiae; carril 20: 
control negativo (agua Milli-Q estéril). 
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Figura 4. Frecuencias de los seis marcadores de virulencia evaluados en los 181 

aislamientos de S. agalactiae.  

 

3.1.5 Distribución de los marcadores de virulencia en los 12 hatos  

En el 100% de los hatos lecheros se amplificó los marcadores hylB, cylE y cfb, en 

el 75% el marcador scpB y en el 25% el marcador lmb (Figura 5). 
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Figura 5. Distribución de los marcadores de virulencia en los 12 hatos lecheros de    

estudio. 

 

3.1.6 Perfiles de virulencia 

Los perifles de virulencia establecidos para los 181 aislamientos se presentan en la 

tabla 6. 
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Tabla 6. Perfiles de virulencia establecidos para los 181 aislamientos. 

Perfil 

  
Número de 

aislamientos 
% Combinación de genes 

hylB cylE cfb lmb scpB bca 

1 A A NA NA NA NA 1 0,6 

2 A A A NA NA NA 105 58 

3 A A A A NA NA 2 1,1 

4 A A A NA A NA 47 26 

5 A A A A A NA 26 14,4 

Total              181 100 

      A: Marcador amplificado - NA: Marcador no amplificado 

            

3.1.7 Distribución de los perfiles de virulencia por zona geográfica 

En la figura 6 se observa la distribución de los perfiles por zonas geográficas, en 

donde se puede evidenciar que los perfiles menos frecuentes fueron el perfil 1 con 

una distribución del 7,1% en el municipio de Entrerríos y el perfil 3 con una 

distribución del 4% en el municipio de San Pedro y San José de la Montaña con un 

2.5%. El perfil 5 se encontró solo en la zona norte: San Pedro con un 12%, Belmira 

con un 54.5% y Don Matías con un 37.8%. El perfil 4 se encontró en la zona norte: 

Don Matías con un 35.6%, San José de la Montaña con un 25%, Santa Rosa con 

un 22.6%, San Pedro con un 36%, Belmira con un 27.3% y en la zona de oriente: 

Abejorral con un 16.7%, mientras que, el perfil 2 tuvo distribución en la totalidad de 

las zonas evaluadas, con una distribución del 100% para el municipio de la Unión, 

Entrerríos con un 92.9%, Abejorral con un 83.3%, Santa Rosa con un 77.4%, San 

José de la Montaña con un 72.5%, San Pedro con un 48%, Don Matías con un 

26.7% y Belmira con un 18.2%. 
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Figura 6. Distribución de los perfiles de virulencia por zona geográfica 

 

3.2 Análisis bivariado 

Para este análisis fueron excluidos dos perfiles, el perfil 1 (un aislamiento) y el perfil 

3 (dos aislamientos), por lo tanto, también se excluyó un animal, debido a que en 

este se aisló una de las cepas eliminadas. Solo quedaron para el análisis los 

perfiles 2, 4 y 5, distribuidos en 120 animales. El análisis bivariado se realizó para 

explorar la distribución de cada marcador genético y la relación con el número de 

ciclos de tratamiento (Tabla 7). En los resultados del análisis no se observó 

asociación entre los marcadores hylB, cylE, cfb, scpB y el número de ciclos de 

tratamiento, mientras que, con el marcador lmb se observó asociación entre la 

presencia de este marcador y la aplicación de más de un ciclo de tratamiento a los 

animales infectados (Tabla 8).  
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Tabla 7. Distribución de los perfiles de virulencia más frecuentes y ciclos de 
tratamiento en 120 animales de S. agalactiae 
 
                      

Perfil 
Combinación de genes 

Número de 
animales 

% 
Ciclos de tratamiento 

1 Ciclo 2 Ciclos 

hylB cylE cfb lmb scpB bca         

2 A A A NA NA NA 63 52.5 52 (82.5%) 11 (17.5%) 

4 A A A NA A NA 41 34.2 34 (82.9%) 7 (17.1%) 

5 A A A A A NA 16 13.3 8 (50%) 8 (50%) 

Total              120 100 94 (78.3%) 26 (21.7%)  

 
 

Tabla 8. Asociación del marcador lmb y los ciclos de tratramiento en los animales 

de estudio. 

  Marcador lmb 

Ciclos de  
Tratamiento 

  

Ausencia Presencia Total 
Valor 

p 

0 86 (91.4%) 8 (8.5%) 94 
0.0029 

1 18 (69.2%) 8 (30.8%) 26 

Total 104 16 120   

   0: los animales que recibieron un ciclo de tratamiento 

            1: los animales que recibieron dos ciclos de tratamiento 

 

 

3.3 Modelo multivariado 

En el modelo de regresión logístico mixto, se pudo observar la asociación 

estadísticamente significativa (p=0.051) entre los perfiles y los ciclos de tratamiento 

por medio del estadístico de Wald para hipótesis lineales compuestas. 

 

El perfil 5 tuvo incremento en el logaritmo de odds en 5.8 de los ciclos de 

tratamiento, comparado con el perfil 2 (Tabla 9). Es decir, el perfil 5 incrementó el 

riesgo de recibir más de dos ciclos de tratamiento. Con respecto al componente 

aleatorio del modelo, el porcentaje de la varianza de los datos explicado por hato 

fue de 79%. 
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Tabla 9. Modelo de regresión logístico con efectos mixtos de dos niveles entre los 
ciclos de tratamientos y perfiles de virulencia  
 

Perfil 2 
(Referencia) 

 
Ciclos de 

Tratamiento 

Coef. Err. Std Z Valor p1 95% IC2 

 
Perfiles     

          LI3           LS3 

4 .304 .672 0.45 0.651 −1.014    1.623 
5 5.812 2.389 2.43 0.015     1.129     10.495 
      

 

  Parámetros Estimación Err. Std 95% IC2 

Efectos aleatorios 
por hato 

   

 LI3                            LS3 

  
 Varianza 
 

12.9 
 

10.9 
 

2.4                          67.9 
 

p1 valor utilizado en la prueba de la hipótesis nula del coeficiente. 
IC2 Intervalo de Confianza del 95%: LI3= límite inferior; LS3 = límite superior 
 
 

3.4 Prueba de susceptibilidad antimicrobiana 

Fue realizado al 78.5% (22/28) de las cepas que portaban el marcador de virulencia 

“lmb”, por ser el único marcador que se asoció con más de dos ciclos de 

tratamiento antibiótico. Solo se realizó a 22 cepas, debido a que las cepas 

restantes no cumplieron con las condiciones mínimas de crecimiento (inhibición) 

requerida para realizar el ensayo. El 18.2% fue sensible a todos los 

antimicrobianos, el 86.3% fue resistente a la tetraciclina, y el 31.8% fue resistente a 

eritromicina y clindamicina. (Tabla 10). 
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Tabla 10. Prueba de susceptibilidad a los antibióticos para S. agalactiae con el 

marcador “lmb” 

  CMI (µg/mL)   Resultado (% de cepas)  

Antibiótico Mínimo Máximo   S I R 

*Bencilpenicilina <= 0,06 0,12   100 − − 

*Ampicilina <= 0,25 0,25   100 − − 

*Cefotaxima <= 0,12 0,12   100 − − 

*Ceftriaxona <= 0,12 0,12   100 − − 

Levofloxacino 0,5 2   100 − − 

Resistencia inducible a Clindamicina Neg Neg   100 − − 

Eritromicina <= 0,12 >= 8   68.2 − 31.8 

Clindamicina <= 0,5 >= 1   59.1 9.1 31.8 

Linezolid <= 2 2   100 − − 

Vancomicina 0,5 1   100 − − 

Tetraciclina <= 0,25 >= 16   13.7 − 86.3 

Trimetoprima/Sulfametoxazol <= 10 10   100 − − 

S, Sensibilidad; I, Resistencia intermedia; R, Resistencia. 

*Grupo de betalactámicos 

 

 

4. Discusión 

Los marcadores de virulencia que fueron objeto de estudio son algunos de los más 

frecuentes presentes en los aislamientos de S. agalactiae en bovinos, los cuales 

están implicados en la adhesión e invasión de células del huésped, así como, en la 

evasión del sistema inmune.  

 

Los hallazgos evidenciaron la presencia de cinco de los seis marcadores 

evaluados. En las 181 cepas de S. agalactiae aisladas, se logró amplificar los 

marcadores cylE y hylB en un 100% (181/181), el marcador cfb en el 99,4% 

(180/181), resultados acordes a la hallado en Rusia por Dmitriev et al. (2002), que 

reportaron 100% (33/33) de amplificación en los aislamientos de bovinos. Shome et 

al. (2012) en India, encontró que el marcador cfb fue amplificado en el 100% 

(30/30) de las cepas aisladas de bovinos. A diferencia de lo evidenciado en este 

estudio, Beenu et al. (2012) en India identificó el marcador cylE solo en un 22,2% 
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(6/27) de los aislamientos bovinos incluidos y Ding et al. (2015) en China, amplificó 

algunos de los marcadores evaluados en aproximadamente la mitad de las cepas; 

el marcador hylB en el 49,4% (40/81), el cfb en el 50,6% (41/81), el cylE en el 

48,1% (39/81). 

 

En las 40,3% (73/181) de las cepas de S. agalactiae evaluadas, se logró amplificar 

el marcador scpB, diferente a lo hallado por Dmitriev et al. (2002), Beenu et al. 

(2012) y Ding et al. (2015) quienes reportaron el 21% (7/33), el 22,2% (6/27) y el 

4,9% (4/81), respectivamente. Duarte et al. (2004 - 2005), en Brasil, obtuvo 

resultados similares a este trabajo, pues lograron amplificar el marcador scpB en el 

50,5% (43/85) y en el 65.8% de las cepas evaluadas en los dos estudios. Shome et 

al. (2012) en India, no detectaron el marcador en ninguna de las cepas bovinas 

estudiadas. 

 

El 100% de los aislamientos no presentó el gen bca, diferente a lo hallado por otros 

estudios (Dmitriev et al., 2002; Duarte et al.,2004; Duarte et al.,2005; Ding et al., 

2015) que reportaron amplificado en el 52% (17/33), en el 64,7% (55/85), en el 

78,9% (30/38) y en el 3,7% (3/81), respectivamente. 

 

El marcador lmb se identificó en el 15,4% de los aislamientos, similar a lo reportado 

por Duarte et al. (2005), en Brasil, que reportaron 15,8% (6/38) y por Ding et al. 

(2015), que reportaron el 21% (17/81); contradictorio a lo hallado por Duarte et al. 

(2004), donde reportaron solo un 8,2% (7/85), mientras que, en el estudio de 

Shome et al. (2012) no reportaron amplificado. En los estudios publicados por 

Dmitriev et al. (2002) y Beenu et al. (2012), los resultados mostraron porcentajes 

superiores a lo encontrado en este trabajo, el 39% (13/33) y el 29,6% (8/27), 

respectivamente.  

 

Interesantemente, se halló en este trabajo que la presencia del gen “lmb”, podría 

estar implicado en el fracaso de la terapia antibiótica, pues se encontró que los 

animales infectados con cepas positivas para este marcador requirieron más de un 
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ciclo de tratamiento, a pesar de ser sensibles In vitro a los antibióticos 

betalactámicos. Se ha demostrado en aislamientos humanos que las cepas 

portadoras de este gen presentan mayor capacidad de invasión celular que las no 

portadoras, característica que le permite quedar fuera del alcance de los 

antibióticos, incluso, de la respuesta inmune (Spellerberg et al., 1999; Tenenbaum 

et al., 2007).  

 

Adicionalmente, nuestro interés fue determinar la sensibles a los betalactámicos al 

78.5% (22/28) de las cepas que portaban el marcador de virulencia lmb, único 

marcador que tuvo significancia estadística frente a la asociación con los ciclos de 

tratamiento, determinando que el 100% fueron fenotípicamente sensible a los 

betalactámicos (Tabla 10), antibióticos utilizados como primera elección para 

infecciones estreptocócicas de la ubre (Denamiel et al., 2005), siendo la penicilina 

el fármaco de elección para el tratamiento de infecciones por S. agalactiae tanto 

humanas como bovinas (Keefe, 1997). Estudio realizado por Gao et al. (2012), 

evidenció susceptibilidad a la penicilina en un 100% en los aislamientos de S. 

agalactiae de vacas con mastitis, dato similar a lo hallado en nuestro estudio, pero 

difiere a lo hallado por Ding et al. (2015), donde observó resistencia superior al 

60% para los betalactámicos. El hallazgo del gen lmb y la susceptibilidad antibiótica 

sugiere la asociación del marcador con la supervivencia en la glándula mamaria del 

S.agalactiae, independientemente de la susceptibilidad a los antibióticos 

betalactámicos en este caso. La persistencia del S. agalactiae puede ser 

potencializada por medio de su capacidad de adherencia a las células alveolares o 

a la invasión asintomática de la glándula mamaria. Esta invasión asintomática se 

ha descrito previamente en el S.agalactiae el cual produce infecciones subclínicas 

(Keefe, 2012). Justo con la adherencia, Rosini et al. (2015) demostró que algunas 

adhesinas de S. agalactiae desempeñan un papel en la formación de biofilm 

bacteriano (Rosini et al., 2015), que podría estar asociado a un aumento de la 

resistencia a los antimicrobianos (Boonyayatra et al., 2016; Beceiro et al., 2013). 

Beceiro et al. (2013) ha descrito la relación entre los factores de virulencia y el perfil 

de susceptibilidad. Esta relación difiere según los géneros y la especie de la 
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bacteria y se han propuesto los mecanismos de coselección y mutaciones 

compensatorias que favorecen la persistencia de patógenos más virulentos y 

resistentes (Beceiro et al., 2013). Adicionalmente, los genes de virulencia y 

resistencia se han obtenido por medio de transferencia horizontal de genes, 

considerado como un mecanismo evolutivo de las bacterias. Específicamente para 

Streptococcus beta hemolíticos, el gen lmb se ha reportado como un transposon de 

16 kb, que potencialmente puede ser transferido por medio de transferencia 

horizontal de genes y mediar la colonización y/o causar enfermedad del huésped. 

(Franken et al., (2001). 

 

Con la información anterior, las detecciones microbiológicas convencionales junto 

con las pruebas de sensibilidad no son suficientes para tomar decisiones referentes 

a la eliminación o el control de este patógeno dentro del hato. En estos casos, la 

detección de este gen y otros factores de virulencia mediante técnicas moleculares 

entraría hacer parte de las opciones diagnósticas, lo que al final conllevaría a 

replantear las medidas de control recomendadas y aplicadas en el medio. 

 

En conclusión, Es el primer reporte en Colombia donde se identificó genes de 

virulencia en cepas de S. agalactiae aisladas de mastitis bovina y se encontró 

asociación con la respuesta al tratamiento antibiótico. 

 

Se evidenció variabilidad en las cepas de estudio, lo que podría explicar el 

comportamiento clínico y la epidemiología de la bacteria. 

 

Este estudio deja como pregunta abierta para trabajos futuros, si verdaderamente 

la presencia del gen lmb en las cepas de S. agalactiae, está implicado o no en la 

respuesta del tratamiento. 

 

Probablemente las detecciones microbiológicas convencionales y las pruebas de 

sensibilidad no son suficientes para tomar decisiones frente al manejo de este 

patógeno en el hato lechero. 
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Se sugiere implementar herramientas moleculares para el diagnóstico de estos 

marcadores de virulencia. 

 

Se debe continuar investigando estos factores de virulencia asociados con el S. 

agalactiae para reducción las afectaciones negativas a los productores lácteos y la 

industria.  
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